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GENERAL INTRODUCTION  

 

I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  n u m b e r  o f  p a t i e n t s  w i t h  

l i f e s t y l e - r e l a t e d  d i s e a s e s  s u c h  a s  t y p e  2  d i a b e t e s ,  s t r o k e ,  h e a r t  

d i s e a s e ,  h y p e r l i p i d e m i a ,  h y p e r t e n s i o n ,  a t h e r o s c l e r o s i s ,  a n d  

o b e s i t y  h a s  i n c r e a s e d  a l l  o v e r  t h e  w o r l d  [ 1 ,  2 ] .  T h e s e  d i s e a s e s  a l l  

i n v o l v e  a b n o r m a l  g l y c o m e t a b o l i s m  a n d  l i p i d  m e t a b o l i s m  [ 3 ,  4 ] .  

M a n y  s u p p l e m e n t s  a n d  f u n c t i o n a l  f o o d s  a r e  a v a i l a b l e  t o  t r e a t  

t h e s e  d i s e a s e s  [ 5 ,  6 ] ,  b u t  I  s p e c u l a t e  t h a t  i m p r o v i n g  l i p i d  

m e t a b o l i s m  i s  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  s t r a t e g y.  

I n  J a p a n ,  r i c e  i s  t r a d i t i o n a l l y  t h e  p r i n c i p a l  f o o d  a n d  w e  

h a v e  g o o d  c u l t i v a t i o n  t e c h n i q u e s  f o r  r i c e  p l a n t s ,  s o  i t  w o u l d  b e  

g o o d  i f  w e  c a n  m a k e  s u p p l e m e n t s  o r  f u n c t i o n a l  f o o d s  f r o m  r i c e .  

J a p o n i c a  r i c e  ( O r y z a  s a t i v a  L . )  w a x y / a m y l o s e - e x t e n d e r  ( w x / a e )  

d o u b l e - m u t a n t  l i n e  A M F 1 8  i s  d e r i v e d  f r o m  a  c r o s s  b e t w e e n  a  

w a x y  ( w x )  m u t a n t  l i n e  E M 2 1  a n d  a n  a m y l o s e - e x t e n d e r  ( a e )  

m u t a n t  l i n e  E M 1 6 ,  a n d  i s  d e f e c t i v e  i n  s t a rc h  b r a n c h i n g  e n z y m e  

I I b  ( S B E  I I b )  a n d  g r a n u l e - b o u n d  s t a rc h  s y n t h a s e  I  ( G B S S  I )  

g e n e s ,  r e s u l t i n g  i n  i t s  p r o d u c i n g  a  u n i q u e  s t a r c h  o f  p u r e  

a m y l o p e c t i n  w i t h  b r a n c h e d  c h a i n s  l o n g e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  

p a r e n t a l  r i c e  c v.  K i n m a z e  ( w i l d - t y p e ,  W T )  [ 7 - 9 ] .  K u b o  e t  a l .  g i v e  

t h e  s t r u c t u r e ,  p h y s i c a l  a n d  d i g e s t i v e  p r o p e r t i e s  o f  w x / a e  s t a r c h  

[ 7 ,  8 ] ,  X - r a y  d i f f r a c t i o n  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  c r y s t a l l i n e  

s t r u c t u r e  o f  w x / a e  s t a r c h  i s  B  t y p e ,  u n l i k e  W T  s t a r c h  w h i c h  i s  A 

t y p e .  w x / a e  s t a r c h  s t a r t s  g e l a t i n i z a t i o n  a t  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  

t h a n  W T  s t a r c h  a n d  r e t r o g r a d e s  q u i c k l y.  T h e  d i g e s t i o n  r a t e  o f  

r a w  w x / a e  s t a r c h  u s i n g  p o r c i n e  p a n c r e a t i c  α - a m y l a s e  i n  v i t ro  i s  
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m a r k e d l y  s l o w e r  t h a n  t h a t  o f  W T  s t a r c h ,  b u t  t h e  d i g e s t i o n  r a t e s  

o f  a  g e l a t i n i z e d  w x / a e  s t a r c h  a n d  g e l a t i n i z e d  W T  s t a r c h  a r e  t h e  

s a m e .  To  d e t e r m i n e  i n  v i v o  d i g e s t i b i l i t y,  w e  m e a s u r e d  t h e  

p o s t p r a n d i a l  b l o o d  g l u c o s e  r e s p o n s e  o f  r a t s  t o  i n g e s t i o n  o f  r a w  

w x / a e  s t a r c h .  w x / a e  s t a r c h  s u p p r e s s e d  a n  i n c r e a s e  o f  p o s t p r a n d i a l  

b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o r d i n a r i l y  o b s e r v e d  a f t e r  e a t i n g  W T  

s t a r c h .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  w x / a e  s t a r c h  h a s  a  h i g h  a m o u n t  

o f  r e s i s t a n t  s t a r c h  d u e  t o  t h e  e l o n g a t e d  c h a i n s  i n  w x / a e  

a m y l o p e c t i n .  Ta b l e  1  s h o w s  t h e  n u t r i t i o n a l  c o n s t i t u e n t s  o f  W T  

a n d  w x / a e  b r o w n  r i c e .  w x / a e  b r o w n  r i c e  h a s  h i g h e r  s u c r o s e ,  l i p i d  

a n d  d i e t a r y  f i b e r  c o n t e n t  t h a n  W T  b r o w n  r i c e .  R i c e  l i p i d s  c o n t a i n  

l i p i d - s o l u b l e  f u n c t i o n a l  m a t e r i a l s  s u c h  a s  γ - o r y z a n o l .  

γ - O r y z a n o l  i s  k n o w n  t o  h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  l i p i d  

m e t a b o l i s m  [ 1 0 ,  11 ] .  

w x / a e  r i c e  i s  e x p e c t e d  t o  c o n t a i n  h i g h l y  b e n e f i c i a l  

n u t r i e n t s  f o r  g l y c o m e t a b o l i s m  a n d  l i p i d  m e t a b o l i s m ,  i n c l u d i n g  

r e s i s t a n t  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l .  T h e  o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  i s  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  d o u b l e - m u t a n t  r i c e  a n d  i t s  

c o m p o n e n t s  o n  l i p i d  m e t a b o l i s m  i n  t w o  t y p e s  o f  l i f e s t y l e - r e l a t e d  

d i s e a s e  m o d e l  m i c e .  
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Table 1. Nutritional constituents of WT and wx/ae brown rice

Constituent WT brown rice wx/ae brown rice

NFE * (%) 69.8 58.9

Sucrose (%) 0.78 3.20

Protein (%) 7.3 7.8

Lipid (%) 3.1 5.0

Dietary fiber (%) 2.8 8.2

Ash (%) 1.4 1.7

Moisture (%) 15.6 18.4

Energy (kcal/100 g) 342   328

Rice plants were grown in the summer of 2007 in an

experimental field at Osaka Prefecture University. The

nutritional composition of each brown rice was analyzed by

Japan Food Research Laboratories (Suita, Osaka). *NFE:

nitrogen free extract (carbohydrate and others)
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CHAPTER I  

w x / a e  D o u b l e - M u t a n t  B ro wn  R i c e  P re v e n t s  t h e  R i s e  i n  

P l a s m a  L i p i d  a n d  G l u c o s e  L e v e l s  i n  M i c e  

 

 

1 - 1  I n t r o d u c t i o n  

D y s l i p i d e m i a  a n d  h y p e r g l y c e m i a  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  

m e t a b o l i c  s y n d r o m e ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  p r o m o t e  d e v e l o p m e n t  o f  

a t h e r o s c l e r o t i c  c a r d i o v a s c u l a r  d i s o r d e r  a s  w e l l  a s  i n c r e a s i n g  t h e  

r i s k  o f  d e v e l o p i n g  t y p e  2  d i a b e t e s  [ 1 2 ] .  F o o d  m a t e r i a l s  t h a t  a r e  

m u l t i - e f f e c t i v e  a g a i n s t  s y m p t o m s  o f  m e t a b o l i c  s y n d r o m e  a r e  

n e e d e d  t o  p r e v e n t  a n d  t r e a t  m e t a b o l i c  s y n d r o m e ,  a n d  r e s e a r c h  

a n d  d e v e l o p m e n t  o f  s u c h  f o o d s  a r e  i n  p r o g r e s s  t h r o u g h o u t  t h e  

w o r l d  [ 1 3 ,  1 4 ] .  

A  w x / a e  d o u b l e  m u t a n t  A M F 1 8  i s  g e n e r a t e d  b y  c r o s s i n g  

a m y l o s e - f r e e  w a x y  ( w x )  m u t a n t  E M 2 1  a n d  a m y l o s e - e x t e n d e r  ( a e )  

m u t a n t  E M 1 6  c u l t i v a r s  [ 7 ] .  w x / a e  r i c e  s t a r c h  l a c k s  a m y l o s e  a n d  

i s  c o m p o s e d  o f  l o n g - u n i t  c h a i n s  o f  a m y l o p e c t i n ,  m a k i n g  i t  h a r d  

t o  d i g e s t  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  [ 8 ] .  A d d i n g  r e s i s t a n t  s t a r c h  ( R S )  t o  

t h e  d i e t  i m p r o v e s  i n s u l i n  s e n s i t i v i t y  i n  p e o p l e  w i t h  e i t h e r  n o r m a l  

o r  i m p a i r e d  g l u c o s e  t o l e r a n c e  [ 1 5 ,  1 6 ] .  R S  s t i m u l a t e s  t h e  

e n d o g e n o u s  s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  a n d  

p e p t i d e  Y Y  ( P Y Y ) ,  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  i m p r o v i n g  i n s u l i n  

s e n s i t i v i t y  b y  R S  [ 1 7 ] .  L a t t i m e r  a n d  H a u b  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  

i n t a k e  o f  r i c e  b r a n  r e d u c e d  p l a s m a  c h o l e s t e r o l  l e v e l s  a n d  
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i m p r o v e d  p l a s m a  c h o l e s t e r o l  s t a t u s  [ 1 8 ] ,  s u g g e s t i n g  t h a t  w x / a e  

b r o w n  r i c e  m a y  a l s o  b e  u s e f u l  i n  p r e v e n t i n g  b o t h  t y p e  2  d i a b e t e s  

a n d  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a .  

γ - O r y z a n o l  i s  o n e  o f  t h e  m a j o r  f u n c t i o n a l  c o m p o n e n t s  i n  

r i c e  b r a n  [ 1 9 ,  2 0 ] .  γ - O r y z a n o l  c o m p r i s e s  a  m i x t u r e  o f  p h y t o s t e r y l  

f e r u l a t e s  a s  s h o w n  F i g u r e  1 - 1  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  

b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ,  h y p e r l i p i d e m i a ,  a n d  

i n s u l i n  r e s i s t a n c e  i n  a n i m a l  m o d e l s  [ 2 1 ,  2 2 ] .  I t  a l s o  h a s  

a n t i i n f l a m m a t o r y  a n d  a n t i o x i d a n t  e f f e c t s  [ 2 3 ] .  R i c e  c u l t i v a r s  

w i t h  a  h i g h  γ - o r y z a n o l  c o n t e n t  m i g h t  t h e r e f o r e  b e  v a l u a b l e  f o r  

p r e v e n t i n g  a n d  t r e a t i n g  v a r i o u s  d i s e a s e s .  

N a g o y a - S h i b a t a - Y a s u d a  ( N S Y )  m i c e  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  

a s  a n  i n b r e d  a n i m a l  m o d e l  o f  s p o n t a n e o u s  t y p e  2  d i a b e t e s  b y  

s e l e c t i v e  b r e e d i n g  f o r  g l u c o s e  i n t o l e r a n c e  f r o m  o u t b r e d  I C R  

m i c e [ 2 4 ] .  N S Y  m i c e  h a v e  b e e n  u s e d  i n  p h a r m a c e u t i c a l  a n d  f o o d  

r e s e a r c h  [ 1 4 ,  2 5 ] ,  s i n c e  t h e  c l i n i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  N S Y  m i c e  

r e s e m b l e  t h o s e  o f  t h e  c o m m o n  f o r m s  o f  t y p e  2  d i a b e t e s  a n d  

i n s u l i n  r e s i s t a n c e  [ 2 6 ,  2 7 ] .  

I n  c h a p t e r  I ,  I  c o m p a r e d  t h e  e f f e c t s  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  o n  

l i p i d  a n d  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  t o  t h o s e  o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e ,  

o n e  o f  t h e  m o s t  p o p u l a r  n o n - w a x y  j a p o n i c a  r i c e  c u l t i v a r s ,  b y  

u s i n g  h i g h - f a t  d i e t - f e d  t y p e  2  d i a b e t i c  N S Y / H o s  m i c e .  
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1 - 2  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

1 - 2 - 1  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  b r o w n  r i c e  p o w d e r  

w x / a e  a n d  K o s h i h i k a r i  r i c e  p l a n t s  w e r e  r e s p e c t i v e l y  g r o w n  

i n  t h e  s u m m e r  o f  2 0 1 0  i n  Ya m a n a s h i  a n d  I s h i k a w a  p r e f e c t u r e s  o f  

J a p a n .  B o t h  t y p e s  o f  b r o w n  r i c e  w e r e  w a s h e d  w i t h  w a t e r  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  d r i e d  a t  7 0  ° C  f o r  2  h  w i t h  a  D S J - 7  e l e c t r i c  

d r y i n g  m a c h i n e  ( S h i z u o k a - s e i k i ,  F u k u r o i ,  S h i z u o k a ,  J a p a n ) .  

E a c h  t y p e  o f  r i c e  w a s  p o w d e r e d  w i t h  a  W B - 1  Wo n d e r  b l e n d e r  

( O s a k a  C h e m i c a l ,  O s a k a ,  J a p a n )  a n d  t h e n  u s e d  f o r  a n i m a l  

e x p e r i m e n t s .  T h e  n u t r i t i o n a l  c o m p o s i t i o n  o f  e a c h  t y p e  o f  b r o w n  

campesteryl ferulate

.  
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r i c e  w a s  a n a l y z e d  b y  S u n a t e c  ( Yo k k a i c h i ,  M i e ,  J a p a n )  a s  s h o w n  

i n  Ta b l e  1 - 1 .  D i e t a r y  f i b e r  w a s  m e a s u r e d  b y  u s i n g  a  t o t a l  d i e t a r y  

f i b e r  a s s a y  k i t  ( M e g a z y m e ,  Wi c k l o w,  I r e l a n d )  b a s e d  o n  A A C C  

m e t h o d  3 2 - 0 5 .  

 

 
 

 

1 - 2 - 2  M e a s u r e m e n t  o f  r e s i s t a n t  s t a r c h  a n d  d i g e s t i b l e  s t a r c h  

R S  a n d  d i g e s t i b l e  s t a r c h  ( D S )  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a n  R S  

a s s a y  k i t  ( K - R S TA R ,  M e g a z y m e ;  A O A C  M e t h o d  2 0 0 2 . 0 2 ,  A A C C  

M e t h o d  3 2 - 4 0 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  g i v e  p r e c i s e  r e s u l t s  f o r  o v e r  2 %  

Table 1-1. Nutritional constituents of each brown rice

Constituen
Koshihikari

brown rice

wx/ae

brown rice 

Protein (%) 6.7 7.4

Lipid (%) 3.5 5.3

NFE* (%) 74.1 67.7

Digestible starch (%) 66.9 26.5

Resistant starch (%) < 2.0 27.8

Dietary fiber  (%) 4.9 9.0

Ash (%) 1.3 1.6

Moisture (%) 9.5 9.0

γ-Oryzanol (μg/g) 268 514

Energy (kcal/100g) 364.5 366.1

*NFE: nitrogen free extract (carbohydrate and others)
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R S  c o n t e n t .  F o u r  m i l l i l i t e r s  o f  p a n c r e a t i c  α - a m y l a s e  ( 1 0  m g / m l )  

c o n t a i n i n g  a m y l o g l u c o s i d a s e  ( A M G ,  3  U / m l )  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  

m g  b r o w n  r i c e  p o w d e r  s a m p l e s ,  a n d  t h e n  t h e  s a m p l e s  w e r e  

i n c u b a t e d  a t  3 7  ° C  w h i l e  c o n t i n u o u s l y  s h a k i n g  f o r  1 6  h .  A f t e r  

a d d i n g  e t h a n o l ,  e a c h  s a m p l e  w a s  c e n t r i f u g e d  t o  s e p a r a t e  D S  a n d  

R S .  T h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a s  a  D S  s o l u t i o n .  A 

2 - m L a m o u n t  o f  2  M  K O H  w a s  s u b s e q u e n t l y  a d d e d  t o  t h e  

p r e c i p i t a t e ,  a n d  t h e  d i s s o l v e d  s a m p l e  w a s  h y d r o l y z e d  a t  5 0  ° C  

f o r  3 0  m i n  b y  a d d i n g  a n  A M G  s o l u t i o n  ( 3 3 0 0  U / m l ) .  A f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a s  a n  R S  s o l u t i o n .  

T h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  D S  a n d  R S  s o l u t i o n s  w e r e  

d e t e r m i n e d  b y  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e - p e r o x i d a s e  m e t h o d  a n d  

c o n v e r t e d  t o  s t a r c h  c o n t e n t s  b y  m u l t i p l y i n g  b y  0 . 9 .  E a c h  s a m p l e  

w a s  a n a l y z e d  t h r e e  t i m e s .  

 

1 - 2 - 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  γ - o r y z a n o l  c o n t e n t  

O n e  g r a m  o f  e a c h  t y p e  o f  b r o w n  r i c e  p o w d e r  w a s  s o a k e d  i n  

1 0  g  o f  a  s o a k i n g  s o l u t i o n  ( m e t h a n o l / a c e t o n i t r i l e / a c e t i c  a c i d ,  

5 2 / 4 5 / 3  ( v / v / v ) )  w h i l e  g e n t l y  s t i r r i n g  f o r  2  h .  T h e  e x t r a c t e d  

γ - o r y z a n o l  s o l u t i o n  w a s  c o l l e c t e d  o n  a  n o .  2  f i l t e r  p a p e r  

( A d v a n t e c ,  To k y o ,  J a p a n ) .  T h e  γ - o r y z a n o l  c o n t e n t  o f  e a c h  

e x t r a c t e d  s o l u t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C ) .  T h e  r e v e r s e - p h a s e  H P L C  s y s t e m  

c o n s i s t e d  o f  a  P U - 2 0 8 9  p u m p  ( J a s c o ,  To k y o ,  J a p a n )  e q u i p p e d  

w i t h  a  C a d e n z a  C D - C 1 8  c o l u m n  ( 2 5 0  m m  x  4 . 6  m m  I . D . ;  I m t a k t ,  

K y o t o ,  J a p a n ) ,  a  C O - 8 0 1 0  c o l u m n  o v e n  ( To s o h ,  To k y o  J a p a n ) ,  

a n d  a n  S P D - 1 0 A U V- V I S  d e t e c t o r  ( S h i m a d z u ,  K y o t o ,  J a p a n ) .  T h e  

c o n d i t i o n s  u s e d  w e r e  a s  f o l l o w s :  f l o w  r a t e ,  0 . 8  m L / m i n ;  o v e n  
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t e m p e r a t u r e ,  3 0  ° C ;  i n j e c t i o n  v o l u m e ,  5  μ L ;  d e t e c t i o n ,  U V  a t  3 2 0  

n m ;  a n d  m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l / a c e t o n i t r i l e / a c e t i c  a c i d  ( 5 2 / 4 5 / 3  

v / v / v )  [ 2 8 ,  2 9 ] .  T h e  d a t a  w e r e  p r o d u c e d  i n  t r i p l i c a t e  a n d  w i t h  

r e f e r e n c e  t o  t h e  p e a k  a r e a - c o n c e n t r a t i o n  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f r o m  

a u t h e n t i c  γ - o r y z a n o l  s t a n d a r d s  ( To k y o  C h e m i c a l  I n d u s t r y,  To k y o ,  

J a p a n ) .  I  c o n f i r m e d  b y  t h e  s a m e  m e t h o d  t h a t  e a c h  e x t r a c t e d  

r e s i d u e  d i d  n o t  c o n t a i n  γ - o r y z a n o l .  

 

1 - 2 - 4  D i e t  a n d  a n i m a l s  

S i x - w e e k - o l d  m a l e  t y p e  2  d i a b e t i c  m i c e  ( N S Y / H o s  s t r a i n )  

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  H o s h i n o  L a b o r a t o r y  A n i m a l s  ( B a n d o ,  

I b a r a k i ,  J a p a n ) .  A f t e r  2  w e e k s  o n  a  A I N - 7 6 - m o d i f i e d  h i g h - f a t  

d i e t  ( m i l k  c a s e i n ,  2 8 . 2 % ;  c o r n  o i l ,  6 . 0 % ;  b e e f  t a l l o w,  1 0 . 0 % ;  

s u c r o s e ,  2 2 . 0 % ;  c e l l u l o s e ,  3 . 8 % ;  D L - m e t h i o n i n e ,  0 . 3 % ;  c h o l i n e  

b i t a r t r a t e ,  0 . 2 % ;  A I N - 7 6  v i t a m i n  m i x ,  1 . 0 % ;  A I N - 7 6  m i n e r a l  m i x ,  

3 . 5 % ;  α - c o r n s t a r c h ,  2 5 . 0 % ;  e n e r g y  4 3 8 . 1  k c a l / 1 0 0 g ) ,  t h e  m i c e  

w e r e  a s s i g n e d  t o  t w o  g r o u p s  o f  s i x  e a c h  b a s e d  o n  b o d y  w e i g h t  

a n d  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l .  T h e  m i c e  w e r e  i n d i v i d u a l l y  

h o u s e d  a n d  f e d  f o r  1 0  w e e k s  w i t h  t h e  A I N - 7 6 - m o d i f i e d  h i g h - f a t  

d i e t  c o n t a i n i n g  e a c h  t y p e  o f  b r o w n  r i c e  p o w d e r  ( 2 5 . 0 %  w / w )  

i n s t e a d  o f  α - c o r n s t a r c h .  T h e i r  b o d y  w e i g h t  a n d  f o o d  i n t a k e  w e r e  

m e a s u r e d  e v e r y  w e e k .  T h e  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l  w a s  

m e a s u r e d  b i w e e k l y  f r o m  t h e  t a i l  v e i n  a f t e r  8  h  o f  f a s t i n g  b y  t h e  

g l u c o s e  o x i d a s e  m e t h o d ,  u s i n g  a  G - c h e c k e r  ( G u n z e ,  K y o t o ,  

J a p a n ) .  T h e  m i c e  w e r e  f a s t e d  f o r  1 4  h r  b e f o r e  e u t h a n a s i a  w a s  

a p p l i e d  w i t h  C O 2  g a s .  B l o o d  s a m p l e s  a n d  o r g a n  s a m p l e s  w e r e  

h a r v e s t e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  d i s s e c t e d  f o r  a n a l y s i s .  A l l  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  g u i d e l i n e s  
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f o r  t h e  p r o p e r  c o n d u c t  o f  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  b y  t h e  S c i e n c e  

C o u n c i l  o f  J a p a n  ( 2 0 0 6 ) .  

 

1 - 2 - 5  B l o o d  c h e m i s t r y  

P l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  ( H D L )  

c h o l e s t e r o l ,  t r i a c y l g l y c e r o l  ( TA G ) ,  n o n - e s t e r i f i e d  f a t t y  a c i d s  

( N E FA ) ,  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  ( A S T ) ,  a n d  a l a n i n e  

a m i n o t r a n s f e r a s e  ( A LT )  w e r e  r e s p e c t i v e l y  a n a l y z e d  b y  

c h o l e s t e r o l  E ,  H D L c h o l e s t e r o l  E ,  T r i g l y c e r i d e  E ,  N E FA - C ,  a n d  

Tr a n s a m i n a s e  C I I  k i t s  ( Wa k o  P u r e  C h e m i c a l  I n d u s t r i e s ,  O s a k a ,  

J a p a n ) .  P l a s m a  n o n - H D L c h o l e s t e r o l ,  i n c l u d i n g  c h y l o m i c r o n ,  

v e r y - l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n ,  a n d  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l s ,  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  t o t a l  c h o l e s t e r o l  a n d  H D L 

c h o l e s t e r o l  l e v e l s .  P l a s m a  i n s u l i n  w a s  m e a s u r e d  b y  u s i n g  a n  

i n s u l i n  a s s a y  k i t  ( S h i b a y a g i ,  S h i b u k a w a ,  G u n m a ,  J a p a n ) ,  a n d  

p l a s m a  a d i p o n e c t i n  w a s  m e a s u r e d  b y  u s i n g  a n  A d i p o n e c t i n  

D u o S e t  k i t  ( R & D  S y s t e m s ,  M i n n e a p o l i s ,  M N ,  U S A ) .  P l a s m a  l i p i d  

p e r o x i d a t i o n  w a s  a n a l y z e d  b y  m e a s u r i n g  t h i o b a r b i t u r i c  a c i d  

r e a c t i v e  s u b s t a n c e s  ( T B A R S )  w i t h  a  T B A R S  a s s a y  k i t  ( C a y m a n  

C h e m i c a l ,  A n n  A r b o r ,  M I ,  U S A ) .  

 

1 - 2 - 6  H e p a t i c  c h o l e s t e r o l  a n d  t r i a c y l g l y c e r o l  

To t a l  l i p i d s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  3 0 - 4 0  m g  o f  l i v e r  t i s s u e  

b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  B l i g h  a n d  D y e r  [ 3 0 ] ,  a n d  t h e n  

d i s s o l v e d  i n  i s o p r o p a n o l .  H e p a t i c  t o t a l  c h o l e s t e r o l  a n d  TA G  w e r e  

r e s p e c t i v e l y  a n a l y z e d  b y  u s i n g  c h o l e s t e r o l  E  a n d  t r i g l y c e r i d e  E  

k i t s .  
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1 - 2 - 7  M e a s u r e m e n t  o f  g l y c o s u r i a  

F r e s h  u r i n e  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  1 0  w e e k s ,  a n d  t h e  

g l y c o s u r i a  l e v e l  w a s  a n a l y z e d  b y  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  m e t h o d ,  

u s i n g  a  u r i n e  g l u c o s e  t e s t  s t r i p  ( Te r u m o ,  To k y o ,  J a p a n ) .  T h e  

p a t h o l o g i c a l  s c o r e s  f o r  g l y c o s u r i a  a r e  d e f i n e d  a s  f o l l o w s :  0 ,  <  5 0  

m g / d L ;  1 ,  5 0 - 1 0 0  m g / d L ;  2 ,  1 0 0 - 5 0 0  m g / d L .  

 

1 - 2 - 8  A n a l y s i s  o f  f e c e s  

F e c e s  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  4 8  h  a t  1 0  w e e k s .  T h e  c o l l e c t e d  

f e c e s  w e r e  l y o p h i l i z e d ,  h o m o g e n i z e d ,  a n d  t h e n  r e - l y o p h i l i z e d .  

F e c a l  c h o l e s t e r o l  a n d  b i l e  a c i d  w e r e  e x t r a c t e d  a t  6 5  ° C  f o r  4  h  

w i t h  9 0 %  e t h a n o l .  F e c a l  TA G  w a s  e x t r a c t e d  a t  6 0  ° C  f o r  9 0  m i n  

w i t h  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  1 0  m M  Tr i s - H C l  ( p H  7 . 6 ) ,  1 5 0  m M  N a C l ,  

1 %  ( v / v )  Tr i t o n X - 1 0 0 ,  a n d  8 0 %  i s o p r o p a n o l .  T h e  c h o l e s t e r o l ,  

b i l e  a c i d ,  a n d  TA G  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  r e s p e c t i v e l y  a n a l y z e d  b y  

u s i n g  C h o l e s t e r o l  E ,  t o t a l  b i l e  a c i d  ( Wa k o  P u r e  C h e m i c a l  

I n d u s t r i e s ) ,  a n d  t r i g l y c e r i d e  E  k i t s .  

 

1 - 2 - 9  Q u a n t i t a t i v e  r e a l - t i m e  RT- P C R  

To t a l  R N A s a m p l e s  o f  t h e  l i v e r  t i s s u e s  w e r e  i s o l a t e d  b y  

u s i n g  a  Q u i c k P r e p  t o t a l  R N A e x t r a c t i o n  k i t  ( G E  H e a l t h c a r e ,  

P i s c a t a w a y,  N J ,  U S A ) .  c D N A w a s  p r e p a r e d  f r o m  2  µg  o f  e a c h  

t o t a l  R N A s a m p l e  w h i c h  w a s  r e v e r s e - t r a n s c r i b e d  b y  u s i n g  S u p e r  

S c r i p t  I I I  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( I n v i t r o g e n ,  C a r l s b a d ,  C A ,  U S A )  

a n d  o l i g o  ( d T )  p r i m e r s  ( I n v i t r o g e n ) .  E a c h  p r e p a r e d  c D N A s a m p l e  

w a s  p u r i f i e d  b y  u s i n g  a  P C R  p u r i f i c a t i o n  k i t  ( Q i a g e n ,  C a m b r i d g e ,  

M A ,  U S A ) .  Q u a n t i t a t i v e  r e a l - t i m e  RT- P C R  w a s  p e r f o r m e d  b y  a  

S t e p O n e  r e a l - t i m e  P C R  s y s t e m  ( L i f e  Te c h n o l o g i e s  J a p a n ,  To k y o ,  
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J a p a n )  u s i n g  a  F a s t  S Y B R  G r e e n  M a s t e r  M i x  ( L i f e  Te c h n o l o g i e s  

J a p a n )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ’s  i n s t r u c t i o n s .  T h e  

h o u s e k e e p i n g  t r a n s c r i p t ,  e l o n g a t i o n  f a c t o r - 1α  ( E F - 1α ) ,  w a s  u s e d  

a s  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l  b e c a u s e  o f  i t s  s t a b l e  e x p r e s s i o n  i n  v i v o  

[ 3 1 ] .  T h e  p r i m e r s  u s e d  f o r  e a c h  g e n e  a r e  l i s t e d  i n  Ta b l e  1 - 2 .  T h e  

P C R  p r o d u c t s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  a n  a n a l y s i s  o f  t h e i r  m e l t i n g  

c u r v e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  a l l  e x p e r i m e n t s  b e i n g  p e r f o r m e d  i n  

d u p l i c a t e .  

 

 

 
 

Table 1-2. Primers used in real-time RT-PCR

Gene Forward(5'-3') Reverse(5'-3')

EF-1α AGACCAGCAAATACTATGTGACCA TTCTTGGAGATACCAGCTTCAAAT

SREBP-1 TGCTCCTGTGTGATCTACTTCTTG TGTAGGAATACCCTCCTCATAGCA

SREBP-2 GTACTGTCACTGGAGTCAGGTGCT CTTCACAAAGACGCTCAAGACAAT

LXRs CCTTCCTCAAGGACTTCAGTTACA CATATGTGTGTTGCAGCCTCTCTA

PPAR-α TGAAAGCAGAAATTCTTACCTGTG TGTTCATGTTGAAGTTCTTCAGGT

SHP ACATCACTGAACTCCTTGAAGACA GTGTACACTGTATCCAAAGCAAGG

HMG-CoAR CAAAGAACTGACAGGCTTAAATGA TCCACGAGCTATATTTTCCCTTAC

CYP7A1 AGGTCTCTGAACTGATCCGTCTAC CATTTGAAATAAGCTCCAGAAGGT

CYP7B1 CTGGAAAGCACTATTCTTGAGGTT AAAGAGGGCTACAAAATCTCCTTT

CYP39A1 GCACTGCAGGTAAAGACAAGATTA TGATTCAGAATTTTAACTGGCTTC

FAS GCACAGCTCTGCACTGTCTACTAC ATCCCAGAGGAAGTCAGATGATAG

LDL-R ATCTCTCAGCTCCCAGTACTCCTA AGAAGATGGACAGGAACCTCATAC

CYP2R1 ATTCCAGATATGGTAGAGGATGGA TTCATAAGTGAATCGTTCTCCAAA
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1 - 2 - 1 0  S t a t i s t i c s  

E a c h  r e s u l t  i s  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  

I n d e p e n d e n t  s a m p l e s  t - t e s t s  o r  t w o - w a y  r e p e a t e d - m e a s u r e  

A N O VA w i t h  a  p o s t  h o c  a n a l y s i s  b y  D u n n e t t ’s  t e s t  w e r e  c a r r i e d  

o u t  b y  u s i n g  E k u s e r u - To u k e i  s o f t w a r e  v e r s i o n  2 0 1 0  ( S S R I ,  To k y o ,  

J a p a n ) .  D i f f e r e n c e s  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  a t  P  <  0 . 0 5 .  

 

 

 

1 - 3  R e s u l t s  

1 - 3 - 1  P r e v e n t i o n  o f  t h e  r i s e  i n  p l a s m a  l i p i d  l e v e l  b y  w x / a e  

b r o w n  r i c e  

Ta b l e  1 - 1  s h o w s  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  c o n t a i n e d  2 7 . 8 %  R S ,  

9 . 0 %  d i e t a r y  f i b e r ,  a n d  5 1 4  μ g / g  γ - o r y z a n o l ,  w h i l e  K o s h i h i k a r i  

b r o w n  r i c e  c o n t a i n e d  <  2 . 0 %  R S ,  4 . 9 %  d i e t a r y  f i b e r  a n d  2 6 8  μ g / g  

γ - o r y z a n o l .  T h e s e  n u t r i t i o n a l  c o n s t i t u e n t s  a r e  k n o w n  t o  h a v e  

b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  l i p i d  a n d  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  [ 1 5 - 1 8 ,  2 1 ,  

2 2 ] ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a n  i n t a k e  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  w o u l d  p r e v e n t  

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  d y s l i p i d e m i a  a n d  h y p e r g l y c e m i a  m o r e  

e f f e c t i v e l y  t h a n  a n  i n t a k e  o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e .  I  

d e m o n s t r a t e d  t h i s  h y p o t h e s i s  b y  e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  

b r o w n  r i c e  o n  l i p i d  a n d  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  b y  u s i n g  a  h i g h - f a t  

d i e t - f e d  t y p e  2  d i a b e t i c  m o u s e  m o d e l  w h i c h  d e v e l o p e d  b o t h  

d y s l i p i d e m i a  a n d  h y p e r g l y c e m i a  [ 1 4 ,  2 5 ] .  I  f e d  A I N - 7 6 - m o d i f i e d  

h i g h - f a t  d i e t s  c o n t a i n i n g  2 5 %  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  o r  w x / a e  

b r o w n  r i c e  t o  t y p e  2  d i a b e t i c  N S Y / H o s  m i c e  f o r  1 0  w e e k s .  A l l  
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a n i m a l s  w e r e  i n  g o o d  h e a l t h  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  

a n d  n o  s u c h  s i d e  e f f e c t  a s  d i a r r h e a  w a s  a p p a r e n t  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .  

T h e r e  w e r e  n o  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  g r o u p s  i n  d a i l y  

i n t a k e ,  t o t a l  e n e r g y  i n t a k e ,  b o d y  w e i g h t  g a i n ,  o r  o r g a n  w e i g h t  

( Ta b l e  1 - 3 ) .  F i g u r e  1 -  t r a c k s  t h e  b o d y  w e i g h t  o f  t h e  m i c e  d u r i n g  

t h e  1 0 - w e e k  s t u d y  p e r i o d .  T h e  b o d y  w e i g h t  o f  t h e  w x / a e  g r o u p  

w a s  s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p ,  b u t  t h e r e  

w a s  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  

g r o u p s  ( P  =  0 . 11 ) .  I n  a d d i t i o n ,  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  w e i g h t  o f  t h e  

e p i d i d y m a l  w h i t e  a d i p o s e  t i s s u e  b e t w e e n  t h e  t w o  g r o u p s  w a s  

a p p a r e n t  ( Ta b l e  1 - 3 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  h a d  n o  

a n t i - o b e s e  e f f e c t .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l  

( P  <  0 . 0 0 1 ) ,  n o n - H D L c h o l e s t e r o l  ( P  <  0 . 0 1 ) ,  TA G  ( P  <  0 . 0 5 ) ,  

a n d  N E FA ( P  <  0 . 0 0 1 )  l e v e l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  

w x / a e  g r o u p .  T h e  t o t a l  c h o l e s t e r o l / H D L c h o l e s t e r o l  r a t i o ,  a  

p r e d i c t o r  o f  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  [ 3 2 ] ,  w a s  a l s o  l o w e r  i n  t h e  

w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p  ( P  <  0 . 0 5 ) .  

N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  a p p a r e n t  i n  p l a s m a  H D L 

c h o l e s t e r o l ,  i n s u l i n ,  a d i p o n e c t i n ,  T B A R S ,  o r  h e p a t i c  l i p i d  l e v e l s ,  

w h i l e  A S T  ( P  <  0 . 0 5 )  a n d  A LT  ( P  <  0 . 0 0 1 ) ,  m a r k e r s  f o r  l i v e r  

c o n d i t i o n ,  w e r e  l o w e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  

g r o u p ,  s u g g e s t i n g  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  m i g h t  h a v e  e x e r t e d  a  

h e p a t o p r o t e c t i v e  e f f e c t  a g a i n s t  h i g h - f a t  d i e t - i n d u c e d  l i v e r  

d a m a g e .  
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Table 1-3. Physiological parameters and blood chemistry
Koshihikari wx/ae

Number 6 6
Intake (g/d) 4.1 ± 0.2 4.1 ± 0.2
Total energy intake (kcal) 1246.8 ± 59.2 1249.7 ± 62.1
Initial body weight (g) 39.7 ± 3.0 38.6 ± 1.7
Final body weight (g) 55.0 ± 2.7 52.1 ± 3.1
Body weight gain (g) 15.3 ± 1.7 13.5 ± 2.7
Liver weight (g) 1.8 ± 0.1 1.7 ± 0.2
Kidney weight (g) 0.7 ± 0.0 0.7 ± 0.0
EWAT (g) 1.6 ± 0.3 1.9 ± 0.3
Hepatic lipid content

TAG (mg/g) 46.4 ± 19.1 35.1 ± 10.3
Total cholesterol (mg/g) 4.5 ± 2.1 3.0 ± 1.1

Blood chemistry
Total cholesterol (mg/dL) 177.5 ± 13.0 133.9 ± 12.3 c

non-HDL cholesterol (mg/dL) 68.8 ± 16.2 35.6 ± 12.1 b

HDL cholesterol (mg/dL) 108.8 ± 14.4 98.3 ± 11.6
Total cholesterol/HDL cholesterol ratio 1.7 ± 0.2 1.4 ± 0.1 a

TAG (mg/dL) 254.4 ± 64.2 171.7 ± 34.6 a

NEFA (mEq/L) 1.5 ± 0.1 0.8 ± 0.2 c

Insulin (ng/mL) 6.4 ± 2.7 10.0 ± 5.7
Adiponectin (μg/mL) 5.2 ± 1.1 5.2 ± 0.6
TBARS (nmol/mL) 34.7 ± 7.0 35.5 ± 4.5
AST (Karmen unit) 154.3 ± 33.8 105.1 ± 18.6 a

ALT (Karmen unit) 45.4 ± 8.1 24.4 ± 5.6 c

aP < 0.05, bP < 0.01 , cP < 0.001  vs. Koshihikari group  (independent samples t-test).

Dried feces (mg/d) 368.9 ± 80.7 540.4 ± 54.7 b
Fecal lipid content

4.4 ± 0.7 4.5 ± 1.2
Bile acid (μmol/d)
TAG (mg/d)

2.9 ± 0.9 2.8 ± 0.5
Total cholesterol (mg/d)

1.1 ± 0.6 5.8 ± 1.3 c
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1 - 3 - 2  E f f e c t  o n  f e c a l  l i p i d  e x c r e t i o n  

I n h i b i t i n g  d i e t a r y  l i p i d  a b s o r p t i o n  c a n  i n d u c e  f a v o r a b l e  

c h a n g e  i n  t h e  p l a s m a  l i p i d  c o n t e n t  [ 3 3 ] .  I  a n a l y z e d  t h e  f e c a l  l i p i d  

c o n t e n t  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  o n  d i e t a r y  l i p i d  

a b s o r p t i o n  ( Ta b l e  1 - 3 ) .  T h e  w x / a e  g r o u p  m i c e  e x c r e t e d  m o r e  

f e c e s  ( P  <  0 . 0 5 ) ,  a l t h o u g h  t h e  d a i l y  f e c a l  e x c r e t i o n  o f  

c h o l e s t e r o l  a n d  b i l e  a c i d  w e r e  a l m o s t  e q u a l  i n  b o t h  g r o u p s .  

I n t e r e s t i n g l y,  t h e  f e c a l  TA G  l e v e l  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  w a s  f i v e  

t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p  ( P  <  0 . 0 0 1 ) ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  d i e t a r y  TA G  a b s o r p t i o n  h a d  b e e n  i n h i b i t e d  i n  t h e  

w x / a e  g r o u p .  
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Figure 1-2. Mouse body weight during the 10-week study period.

Each value is presented as the mean ± standard deviation (n = 6).

No statistically significant differences was apparent between the two

groups (P = 0.1144, two-way repeated-measures ANOVA with a post

hoc analysis by Dunnett's test).
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1 - 3 - 3  E f f e c t  o n  g l y c e m i c  s t a t u s  

A n  i n t a k e  o f  R S  h e l p s  t o  p r e v e n t  d i a b e t e s  a n d  i n s u l i n  

r e s i s t a n c e  [ 1 5 ,  1 6 ] .  I  a n a l y z e d  t h e  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l  

t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d  a n d  t h e  g l y c o s u r i a  l e v e l  a t  

w e e k  1 0  t o  i d e n t i f y  t h e  e f f e c t s  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  o n  g l y c e m i c  

s t a t u s  ( F i g u r e  1 - 3 ) .  T h e  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  

g r o u p  ( P  <  0 . 0 0 5 ;  F i g u r e  1 - 3 A ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

p a t h o l o g i c a l  s c o r e  f o r  g l y c o s u r i a  a t  1 0  w e e k s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

b e t t e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p  ( P  <  

0 . 0 5 ;  F i g u r e  1 - 3 B ) .  A c c o r d i n g l y,  t h e  g l y c e m i c  s t a t u s  o f  t h e  

w x / a e  g r o u p  w a s  j u d g e d  s u p e r i o r  t o  t h a t  o f  t h e  K o s h i h i k a r i  

g r o u p .  
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Figure 1-3. Effect on glycemic status.
A, Fasting blood glucose levels during the 10-week study period. Each value

represented as the mean ± standard deviation (n = 6). Statistically significant
difference between the two groups was apparent (aP < 0.005, two-way
repeated-measures ANOVA with a post hoc analysis by Dunnett's test). B,
Pathological score for glycosuria at 10 weeks. The pathological data for
glycosuria are scored as follows: 0, < 50 mg/dL; 1, 50-100 mg/dL; 2, 100-500
mg/dL. Means are shown as bars, and statistical results are shown in the graph
(independent samples t-test).
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1 - 3 - 4  G e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  i n  t h e  l i v e r  

Tr e a t m e n t  w i t h  h y p o l i p i d e m i c  a g e n t s  c a n  i n f l u e n c e  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  h e p a t i c  g e n e s  r e l a t e d  t o  l i p i d  m e t a b o l i s m  [ 1 4 ,  2 5 ] .  

I  p e r f o r m e d  a  S Y B R  g r e e n - b a s e d  r e a l - t i m e  RT- P C R  a n a l y s i s  o f  

t h e  l i v e r  t o  c o m p a r e  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  l i p i d  

m e t a b o l i s m - r e l a t e d  g e n e s  b e t w e e n  t h e  t w o  g r o u p s  ( F i g u r e  1 - 4 ) .  

A m o n g  t h e  1 2  g e n e s  e x a m i n e d ,  t h e  s t e r o l  r e g u l a t o r y  

e l e m e n t - b i n d i n g  p r o t e i n  ( S R E B P ) - 1 ,  S R E B P - 2 ,  f a t t y  a c i d  

s y n t h e t a s e  ( FA S ) ,  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  r e c e p t o r  ( L D L - R ) ,  a n d  

c y t o c h r o m e  P 4 5 0 ,  f a m i l y  2 ,  s u b f a m i l y  R ,  p o l y p e p t i d e  1  

( C Y P 2 R 1 )  g e n e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  u p r e g u l a t e d  i n  t h e  w x / a e  

g r o u p .  3 - H y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r y l  c o e n z y m e  A r e d u c t a s e  

( H M G - C o A R ) ,  t h e  r a t e - l i m i t i n g  e n z y m e  f o r  c h o l e s t e r o l  s y n t h e s i s ,  

t e n d e d  t o  b e  h i g h e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  ( P  =  0 . 0 9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  

g e n e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e  l i v e r  X  r e c e p t o r s  ( L X R s ) ,  

r e g u l a t o r s  o f  l i p i d  a n d  g l u c o s e  h o m e o s t a s i s  [ 3 4 ] ,  p e r o x i s o m e  

p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r - α  ( P PA R - α ) ,  a  r e g u l a t o r  o f  l i p i d  

o x i d i z a t i o n ,  a n d  e n z y m e s  r e l a t e d  t o  b i l e  a c i d  s y n t h e s i s ,  

i n c l u d i n g  s m a l l  h e t e r o d i m e r  p a r t n e r  ( S H P ) ,  C Y P 7 A 1 ,  C Y P 7 B 1  

a n d  C Y P 3 9 A 1  [ 3 4 ,  3 5 ] ,  w e r e  u n c h a n g e d  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  l i p o g e n e s i s ,  b u t  n o t  b i l e  a c i d  

s y n t h e s i s ,  w a s  u p r e g u l a t e d  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  
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1 - 4  D i s c u s s i o n  

A w x / a e  d o u b l e - m u t a n t  r i c e  g e n e r a t e d  b y  c r o s s i n g  w x  

m u t a n t  l i n e  E M 2 1  a n d  a e  m u t a n t  l i n e  E M 1 6  l a c k s  a m y l o s e  a n d  

h a s  a m y l o p e c t i n  w i t h  r e l a t i v e l y  l o n g - u n i t  c h a i n s  [ 7 ,  8 ] .  I t s  s t a r c h  

r e s i s t s  d i g e s t i o n  i n  v i t ro  a n d  i n  v i v o  [ 8 ] .  T h e  R S  c o n t e n t  o f  w x / a e  

b r o w n  r i c e  i s  2 7 . 8 %  ( Ta b l e  1 - 1 ) ,  w h i l e  t h a t  o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  

Ratio (/EF-1α)

a

a

a

b

b

Koshihikari
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Figure 1-4. Gene expression analysis of the liver by SYBR green-based real-time

RT-PCR.

Elongation factor-1 alpha (EF-1α) was used as a control to standardize the

efficiency of each reaction. Each value is presented as the mean ± standard

deviation (n = 6; aP < 0.05, bP < 0.01, independent samples t-test).
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r i c e  i s  u n d e r  2 % .  I n  a d d i t i o n ,  w x / a e  b r o w n  r i c e  h a s  m o r e  d i e t a r y  

f i b e r  a n d  γ - o r y z a n o l  t h a n  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e .  T h e s e  t h r e e  

n u t r i e n t s  h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  d y s l i p i d e m i a  a n d  i n s u l i n  

r e s i s t a n c e .  T h e  c o n s u m p t i o n  o f  R S  a n d  d i e t a r y  f i b e r  r e d u c e s  t h e  

r i s k  o f  t y p e  2  d i a b e t e s  [ 1 5 ,  1 6 ,  1 8 ] .  γ - O r y z a n o l  h a s  b e n e f i c i a l  

e f f e c t s  o n  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ,  h y p e r l i p i d e m i a ,  a n d  i n s u l i n  

r e s i s t a n c e  i n  a n i m a l  m o d e l s  [ 2 1 ,  2 2 ] ,  a n d  h a s  b e e n  a p p r o v e d  f o r  

t h e  t r e a t m e n t  o f  d y s l i p i d e m i a  i n  J a p a n .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  

s t u d y,  a s  e x p e c t e d  f r o m  t h e  d a t a  o f  n u t r i t i o n a l  i n f o r m a t i o n ,  s h o w  

t h a t  t h e  i n t a k e  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  r e s u l t e d  i n  b e t t e r  p l a s m a  l i p i d  

l e v e l  a n d  g l y c e m i c  s t a t u s  t h a n  i n t a k e  o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  

b y  h i g h - f a t  d i e t - f e d  N S Y / H o s  m i c e ,  t y p e  2  d i a b e t i c  m i c e  w i t h  

c l i n i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  r e s e m b l i n g  t h e  c o m m o n  f o r m s  o f  t y p e  2  

d i a b e t e s  i n  h u m a n s  [ 2 6 ,  2 7 ] .  T h e  p l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  

n o n - H D L c h o l e s t e r o l ,  TA G  a n d  N E FA l e v e l s ,  a n d  t h e  t o t a l  

c h o l e s t e r o l / H D L c h o l e s t e r o l  r a t i o  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  

w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p .  T h e  f a s t i n g  b l o o d  

g l u c o s e  l e v e l  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d  a n d  t h e  

p a t h o l o g i c a l  s c o r e  o f  g l y c o s u r i a  a t  1 0  w e e k s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  I  a l s o  o b s e r v e d  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o n  

h i g h - f a t  d i e t - i n d u c e d  l i v e r  d a m a g e .  A S T  a n d  A LT,  b o t h  m a r k e r s  

f o r  l i v e r  c o n d i t i o n s ,  w e r e  l o w e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  T h e s e  r e s u l t s  

i n d i c a t e  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  w a s  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  

K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  i n  p r e v e n t i n g  d y s l i p i d e m i a ,  

c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e ,  a n d  h y p e r g l y c e m i a .  

I n h i b i t i n g  d i e t a r y  l i p i d  a b s o r p t i o n  i n d u c e s  a  f a v o r a b l e  

c h a n g e  i n  t h e  p l a s m a  l i p i d  c o n t e n t  [ 3 3 ] .  G a s t r o i n t e s t i n a l  l i p a s e  

i n h i b i t i o n  p r e v e n t s  d y s l i p i d e m i a  [ 3 6 ] ,  a n d  i n h i b i t i o n  o f  b i l e  a c i d  
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r e a b s o r p t i o n  a m e l i o r a t e s  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  [ 1 4 ,  2 5 ] .  I  

o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y  l o w e r  l e v e l s  o f  p l a s m a  TA G ,  N E FA ,  a n d  

f a s t i n g  g l u c o s e  i n  t h e  w x / a e  g r o u p ,  a s  w e l l  a s  a  f i v e - f o l d  

i n c r e a s e  i n  t h e  f e c a l  TA G  l e v e l .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  w x / a e  

i n h i b i t e d  t h e  a b s o r p t i o n  o f  d i e t a r y  TA G ,  r e s u l t i n g  i n  d e c r e a s e d  

p l a s m a  TA G  a n d  N E FA l e v e l s .  I n  a d d i t i o n ,  g a s t r o i n t e s t i n a l  l i p a s e  

i n h i b i t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  d e c r e a s e  g l y c e m i a ,  b e c a u s e  o f  t h e  

c l o s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  g l u c o s e  a n d  l i p i d  f o r  e n e r g y  

m e t a b o l i s m  [ 3 6 ] ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  e x c r e t i o n  o f  f e c a l  

TA G  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  p r e v e n t i o n  o f  h y p e r g l y c e m i a  b y  

w x / a e  b r o w n  r i c e .  Ts u j i t a  a n d  c o l l e a g u e s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  b a s i c  

p o l y s a c c h a r i d e s  c o u l d  i n h i b i t  l i p a s e  a c t i v i t y,  p r o m o t e  f e c a l  l i p i d  

e x c r e t i o n ,  a n d  r e d u c e  t h e  p l a s m a  TA G  l e v e l  [ 3 7 ] .  R S  i n  w x / a e  

b r o w n  r i c e  m i g h t  t h e r e f o r e  i n h i b i t  l i p a s e  a c t i v i t y.  O n  t h e  o t h e r  

h a n d ,  r i c e  b r a n  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  p a n c r e a t i c  

l i p a s e  a c t i v i t y  i n  v i t ro ,  a n d  a n  a q u e o u s  e x t r a c t  o f  d e f a t t e d  r i c e  

b r a n  s u p p r e s s e d  v i s c e r a l  f a t  a c c u m u l a t i o n  i n  r a t s [ 3 8 ] ,  s u g g e s t i n g  

t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  m i g h t  c o n t a i n  c o n s t i t u e n t s  w i t h  p a n c r e a t i c  

l i p a s e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y.  

D i e t a r y  R S  r e s i s t s  d i g e s t i o n  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .  

U n d i g e s t e d  d i e t a r y  R S  f e r m e n t s  i n  t h e  l a r g e  i n t e s t i n e ,  p r o d u c i n g  

s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  [ 3 9 ] .  F e r m e n t a t i o n  o f  d i e t a r y  R S  h a s  

i n c r e a s e d  s e c r e t i o n  o f  t h e  e n d o g e n o u s  g u t - s e c r e t e d  p e p t i d e  

h o r m o n e s ,  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  a n d  p e p t i d e  Y Y 

( P Y Y ) ,  b y  r o d e n t s  [ 1 7 ] .  G L P - 1  a n d  P Y Y a r e  p r o d u c e d  b y  t h e  L  

c e l l s  o f  t h e  g u t  a n d  s u p p r e s s  t h e  a p p e t i t e  [ 4 0 ] .  M o r e o v e r ,  G L P - 1  

i n d u c e s  g l u c o s e - d e p e n d e n t  i n s u l i n  s e c r e t i o n .  T h e r e f o r e ,  

m a i n t a i n i n g  s u b s t a n t i a l l y  h i g h  p l a s m a  l e v e l s  o f  G L P - 1  a n d  P Y Y 
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a r e  d e s i r a b l e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  t y p e  2  d i a b e t e s  a n d  o b e s i t y.  

w x / a e  b r o w n  r i c e  c o n t a i n s  m u c h  m o r e  R S  t h a n  K o s h i h i k a r i  b r o w n  

r i c e ,  a n d  t h i s  m a y  e x p l a i n  t h e  f a v o r a b l e  g l y c e m i c  s t a t u s  o f  t h e  

w x / a e  g r o u p .  

Tr e a t m e n t  w i t h  h y p o l i p i d e m i c  a g e n t s  i n f l u e n c e s  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  r e l a t e d  t o  l i p i d  m e t a b o l i s m  i n  t h e  l i v e r  [ 1 4 ,  

2 5 ] .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  a l s o  s h o w s  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  

u p r e g u l a t e s  t h e  g e n e s  r e l a t e d  t o  f a t  s y n t h e s i s  a n d  c h o l e s t e r o l  

s y n t h e s i s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  a  r e d u c e d  p l a s m a  l i p i d  l e v e l .  

S R E B P - 1  r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s u c h  g e n e s  r e l a t e d  t o  f a t t y  

a c i d  m e t a b o l i s m  a s  FA S ,  w h i l e  S R E B P - 2  r e g u l a t e s  s u c h  

c h o l e s t e r o l o g e n i c  e n z y m e  g e n e s  a s  H M G - C o A R  a n d  L D L - R  [ 4 1 ] .  

T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  S R E B P - 1 ,  FA S ,  S R E B P - 2 ,  a n d  L D L - R  

g e n e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  

K o s h i h i k a r i  g r o u p ,  w h i l e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  H M G - C o A R  g e n e  

a l s o  t e n d e d  t o  b e  h i g h e r  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  T h e s e  r e s u l t s  

i n d i c a t e  t h a t  l i p o g e n e s i s  i n  t h e  l i v e r  o f  t h e  w x / a e  g r o u p  m i c e  w a s  

u p r e g u l a t e d  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p  m i c e ,  

a l t h o u g h  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  TA G  o r  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  i n  t h e  

l i v e r  w a s  a p p a r e n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  r e d u c e d  p l a s m a  l i p i d s  

i n d u c e d  h e p a t i c  l i p o g e n e s i s  i n  t h e  w x / a e  g r o u p .  

C Y P 2 R 1  i s  t h e  k e y  e n z y m e  r e q u i r e d  f o r  2 5  h y d r o x y l a t i o n  

o f  v i t a m i n  D  a n d  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  s e r u m  2 5 - h y d r o x y  v i t a m i n  D ,  t h e  b e s t  i n d i c a t o r  

o f  v i t a m i n  D  s t a t u s  [ 4 2 ,  4 3 ] .  M a t h i e u  e t  a l .  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  

v i t a m i n  D  d e f i c i e n c y  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  t y p e  1  

a n d  2  d i a b e t e s  [ 4 4 ] .  T h e  g e n e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  C Y P 2 R 1  i n  t h e  

l i v e r  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  w x / a e  
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g r o u p  t h a n  i n  t h e  K o s h i h i k a r i  g r o u p ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  

f a v o r a b l e  g l y c e m i c  s t a t u s  o f  t h e  w x / a e  g r o u p  m a y  h a v e  r e s u l t e d  

i n  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  C Y P 2 R 1  g e n e .  

I n  s u m m a r y,  i n t a k e  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  s h o w e d  m o r e  

b e n e f i c i a l  e f f e c t s  t o  b o t h  t h e  p l a s m a  l i p i d  l e v e l  a n d  g l y c e m i c  

s t a t u s  t h a n  i n t a k e  o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  b y  h i g h - f a t  d i e t - f e d  

N S Y m i c e .  A l t h o u g h  t h e  c o n c l u s i o n s  n e e d  t o  b e  c o n f i r m e d  b y  

f u r t h e r  s t u d i e s ,  i n c l u d i n g  a  d o s e - d e p e n d e n t  s t u d y  o n  a n i m a l s  a n d  

a  h u m a n  i n t e r v e n t i o n  s t u d y,  w x / a e  b r o w n  r i c e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  

f o r  p r e v e n t i n g  a  r i s e  i n  p l a s m a  l i p i d  a n d  g l u c o s e  l e v e l s .  
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CHAPTER II  

H y p o l i p i d e m i c  E f f e c t s  o f  S t a rc h  a n d  γ - O r y za n o l  f ro m  

w x / a e  D o u b l e - m u t a n t  R i c e  i n  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

 

 

M i c e  

 

2 - 1  I n t r o d u c t i o n  

J a p o n i c a  r i c e  ( O r y z a  s a t i v a  L . )  w a x y / a m y l o s e - e x t e n d e r  

( w x / a e )  d o u b l e - m u t a n t  l i n e  A M F 1 8  w a s  d e r i v e d  f r o m  a  c r o s s  

b e t w e e n  a  w a x y  ( w x )  m u t a n t  l i n e  E M 2 1  a n d  a n  a m y l o s e - e x t e n d e r  

( a e )  m u t a n t  l i n e  E M 1 6 ,  a n d  i s  d e f e c t i v e  i n  s t a rc h  b r a n c h i n g  

e n z y m e  I I b  ( S B E  I I b )  a n d  g r a n u l e - b o u n d  s t a rc h  s y n t h a s e  I  ( G B S S  

I )  g e n e s ,  r e s u l t i n g  i n  i t s  p r o d u c i n g  a  u n i q u e  s t a r c h  o f  p u r e  

a m y l o p e c t i n  w i t h  b r a n c h e d  c h a i n s  l o n g e r  t h a n  t h o s e  o f  n o r m a l  

r i c e  a m y l o p e c t i n  [ 9 ] .  E M 2 1  a n d  E M 1 6  g e n e r a t e d  b y  t r e a t i n g  

f e r t i l i z e d  e g g  c e l l s  o f  j a p o n i c a  r i c e  c v.  K i n m a z e  w i t h  

N - m e t h y l - N - n i t r o s o u r e a  a r e  g e n e t i c a l l y  d e f e c t i v e  i n  G B S S  I  a n d  

S B E  I I b ,  r e s p e c t i v e l y  [ 4 5 ] .  T h e  w x / a e  r i c e  a l s o  h a s  h i g h  a m o u n t  

o f  γ - o r y z a n o l  [ 4 6 ] .  

S t a r c h e s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  b e h a v i o r  w h e n  

i n c u b a t e d  w i t h  d i g e s t i v e  e n z y m e s .  R a p i d l y  d i g e s t i b l e  s t a r c h  i s  

m o s t l y  a m o r p h o u s  a n d  i s  e a s i l y  d i g e s t e d  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .  

S l o w l y  d i g e s t i b l e  s t a r c h  c o n s i s t s  o f  a m o r p h o u s  a n d  r a w  s t a r c h e s  

w i t h  t y p e  A o r  C  c r y s t a l l i n e  s t r u c t u r e ,  o r  t y p e  B  s t a r c h  i n  g r a n u l e  

o r  r e t r o g r a d e d  f o r m [ 4 7 ] .  R e s i s t a n t  s t a r c h  ( R S )  c a n n o t  b e  
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d i g e s t e d  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  a n d  i s  e f f e c t i v e  a g a i n s t  

h y p e r g l y c e m i a [ 4 8 - 5 0 ] ,  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  [ 5 1 ,  5 2 ] ,  a n d  f a t  

a c c u m u l a t i o n  [ 5 3 ] .  R S  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  f o u r  t y p e s  a s  f o l l o w s  

[ 5 4 ] .  R S 1  i s  p h y s i c a l l y  i n a c c e s s i b l e  t o  d i g e s t i o n  d u e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  i n t a c t  c e l l  w a l l s  i n  g r a i n s ,  s e e d s  o r  t u b e r s .  R S 2  i s  

m a d e  o f  n a t i v e  s t a r c h  g r a n u l e s  t h a t  a r e  p r o t e c t e d  f r o m  d i g e s t i o n  

b y  t h e  c o n f o r m a t i o n  o r  s t r u c t u r e  o f  t h e  s t a r c h  g r a n u l e ,  a s  i n  r a w  

p o t a t o  s t a r c h  a n d  h i g h - a m y l o s e  m a i z e  s t a r c h .  R S 3  i s  m a d e  o f  

n o n - g r a n u l a r  s t a r c h - d e r i v e d  m a t e r i a l s  t h a t  r e s i s t  d i g e s t i o n ,  

u s u a l l y  f o r m e d  d u r i n g  t h e  r e t r o g r a d a t i o n  o f  s t a r c h  g r a n u l e s .  R S 4  

d e s c r i b e s  a  g r o u p  o f  s t a r c h e s  t h a t  h a v e  b e e n  c h e m i c a l l y  m o d i f i e d  

t o  r e d u c e  d i g e s t i b i l i t y.  I n  o u r  p r e v i o u s  s t u d y,  We  f o u n d  t h a t  

w x / a e  s t a r c h  g r a n u l e s  h a v e  n o  a m y l o s e ,  t y p e  B  c r y s t a l l i n e  

s t r u c t u r e ,  h i g h  g e l a t i n i z a t i o n  t e m p e r a t u r e ,  a n d  v e r y  l o w  

d i g e s t i b i l i t y  [ 8 ] .  H e n c e ,  I  c l a s s i f y  r a w  w x / a e  s t a r c h  a s  t y p e  R S 2

γ - O r y z a n o l  i s  a  m i x t u r e  o f  f e r u l i c  a c i d  e s t e r s  o f  p l a n t  

s t e r o l s ,  a n d  h a s  a n t i - h y p e r l i p i d e m i c  p r o p e r t i e s  [ 5 5 ,  5 6 ] .  I t  a l s o  

h a s  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a n d  a n t i o x i d a n t  p r o p e r t i e s  a n d  a t t e n u a t e s  

t h e  p r e f e r e n c e  o f  d i e t a r y  f a t  i n  m i c e  [ 5 7 ,  5 8 ] .  M o s t  γ - o r y z a n o l  i n  

t h e  r i c e  g r a i n  i s  l o c a t e d  i n  t h e  b r a n  a n d  s o m e  i n  t h e  e n d o s p e r m  

[ 5 9 ,  6 0 ] .  

.  

S p o n t a n e o u s l y  h y p e r l i p i d e m i c  ( s h l )  m i c e  d e v e l o p e d  b y  

i n b r e e d i n g  J a p a n e s e  w i l d  m i c e  ( M u s  m u s c u l u s  m o l o s s i n u s )  h a v e  

h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p l a s m a  a n d  h e p a t i c  l i p i d s  d u e  t o  

d i s r u p t i o n  o f  t h e  a p o l i p o p ro t e i n  E  ( a p o E )  g e n e  [ 6 1 ,  6 2 ] .  A p o E  i s  

a n  a p o l i p o p r o t e i n  p r e s e n t  i n  a l l  l i p o p r o t e i n s  e x c e p t  l o w  d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n  ( L D L )  a n d  a n  i m p o r t a n t  l i g a n d  f o r  l i p o p r o t e i n  

r e c e p t o r s  i n  m a m m a l i a n  t i s s u e  [ 6 3 ] .  A d e f i c i e n c y  o f  a p o E  i n  m i c e  
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r e t a r d s  t r i a c y l g l y c e r o l  ( TA G ) - r i c h  l i p o p r o t e i n  c l e a r a n c e  a n d  

r e s u l t s  i n  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  r e m n a n t - l i k e  p a r t i c l e s  i n  t h e  

b l o o d s t r e a m  [ 6 1 ,  6 4 ,  6 5 ] .  A p o E - d e f i c i e n t  m i c e  w o u l d  m a k e  a  

s u i t a b l e  a n i m a l  m o d e l  o f  h y p e r l i p i d e m i a  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  

p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  d i e t a r y  f a c t o r s .  T h e  B A L B / c . K O R / S t m  

S l c - A p o e s h l  ( B A L B / c . K O R - A p o e s h l )  m o u s e ,  a  c o n g e n i c  l i n e  

d e v e l o p e d  f r o m  t h e  s h l  m o u s e ,  c h a n g e s  p l a s m a  l i p i d  

c o n c e n t r a t i o n s  g r a d u a l l y  w i t h  a g e  a n d  d o e s  n o t  h a v e  t h e  a p o A - I  

p o l y m o r p h i s m  t h a t  C 5 7 B L / 6 . K O R / S t m  S l c - A p o e s h l

I n  c h a p t e r  I ,  I  f o u n d  t h a t  i n t a k e  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  i s  

m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  i n  l o w e r i n g  p l a s m a  

l i p i d  a n d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  h i g h - f a t  d i e t  f e d  N S Y m i c e  

[ 4 6 ] .  B e c a u s e  R S  a n d  γ - o r y z a n o l  h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  l i p i d  

m e t a b o l i s m ,  I  f o c u s e d  o n  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  a s  t h e  m a i n  

a c t i v e  c o m p o n e n t s  i n  w x / a e  r i c e .  T h e  o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  i s  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  o n  

l i p i d  m e t a b o l i s m  i n  B A L B / c . K O R - A p o e

 m i c e  h a v e  

[ 6 4 ] .  

s h l

 

 m i c e  f e d  a  h i g h - f a t  

a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t .  

 

2 - 2  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

2 - 2 - 1  M a t e r i a l s  

A m y l o s e - f r e e  w a x y / a m y l a s e - e x t e n d e r  ( w x / a e )  

d o u b l e - m u t a n t  l i n e  A M F 1 8  r i c e  a n d  i t s  p a r e n t a l  c v.  K i n m a z e  

( w i l d - t y p e ,  W T )  r i c e  w e r e  g r o w n  i n  t h e  s u m m e r  o f  2 0 0 9  i n  N a r a  
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p r e f e c t u r e  i n  J a p a n  a n d  i n  t h e  s u m m e r  o f  2 0 0 7  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  f i e l d  o f  O s a k a  P r e f e c t u r e  U n i v e r s i t y,  r e s p e c t i v e l y.  

 

2 - 2 - 2  S t a r c h  g r a n u l e  i s o l a t i o n  a n d  d e f a t t i n g  

A t o t a l  o f  1  k g  o f  1 0 %  m i l l e d  r i c e  g r a i n s  o f  W T  a n d  w x / a e  

w e r e  s o a k e d  i n  0 . 0 5 %  ( w / w )  s o d i u m  h y d r o x i d e  f o r  1 6  h r .  R i c e  

g r a i n s  w e r e  w a s h e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  s e v e r a l  t i m e s  u n t i l  t h e  

s u p e r n a t a n t  s h o w e d  n e u t r a l  p H .  We t  g r a i n s  w e r e  h o m o g e n i z e d  

u s i n g  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e .  S l u r r i e s  w e r e  f i l t e r e d ,  a n d  s t a r c h  

g r a n u l e s  p a s s e d  t h r o u g h  a  1 4 0 - m e s h  s i e v e  w e r e  s e d i m e n t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  5 0 0  g  f o r  1 0  m i n .  T h e  i s o l a t e d  s t a r c h e s  w e r e  

w a s h e d  w i t h  1 %  ( w / w )  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  t w i c e .  A f t e r  

w a s h i n g  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  m o r e  t h a n  5  t i m e s ,  t h e  s t a r c h e s  w e r e  

t h o r o u g h l y  w a s h e d  w i t h  7 0 %  ( v / v )  e t h a n o l  a n d  d r i e d  i n  a  

d e c o m p r e s s i o n  d r y e r  a t  5 0  ° C  f o r  3  d a y s .  D r i e d  s t a r c h e s  w e r e  

h o m o g e n i z e d  b y  m o r t a r  a n d  p e s t l e  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  2 6 - m e s h  

s i e v e  b e f o r e  d e f a t t i n g .  T h e  s t a r c h e s  w e r e  d e f a t t e d  t h r e e  t i m e s  

w i t h  3  v o l u m e s  o f  w a t e r - s a t u r a t e d  n - b u t a n o l  a t  7 0  ° C  f o r  6 0  m i n  

[ 6 6 ] ,  t h e n  f i l t e r e d  a n d  d r i e d  i n  a  d e c o m p r e s s i o n  d r y e r  a t  5 0  ° C  

f o r  3  d a y s .  D r i e d  d e f a t t e d  s t a r c h e s  w e r e  h o m o g e n i z e d  b y  m o r t a r  

a n d  p e s t l e  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  2 6 - m e s h  s i e v e  b e f o r e  u s e .  

 

2 - 2 - 3  R e s i s t a n t  s t a r c h  c o n t e n t  i n  d e f a t t e d  s t a r c h e s  

R e s i s t a n t  s t a r c h  c o n t e n t  i n  d e f a t t e d  W T  a n d  w x / a e  s t a r c h e s  

w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a n  R S  a s s a y  k i t  ( M e g a z y m e ,  Wi c k l o w,  

I r e l a n d ) .  T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  A O A C  m e t h o d  2 0 0 2 . 0 2  a n d  

A A C C  m e t h o d  3 2 - 4 0 ,  a n d  c a n  g i v e  p r e c i s e  r e s u l t s  a t  o v e r  2 %  R S  

c o n t e n t .  
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2 - 2 - 4  γ - O r y z a n o l  e x t r a c t i o n  f r o m  w x / a e  r i c e  

A t o t a l  o f  1  k g  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  f l o u r  w a s  s o a k e d  t w i c e  

i n  t h r e e  v o l u m e s  o f  n - h e x a n e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 6  h r .  T h e  

e x t r a c t  w a s  t h e n  f i l t e r e d  a n d  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  

t o  y i e l d  c r u d e  r i c e  o i l .  I  o b t a i n e d  p u r e  r i c e  o i l  b y  d e w a x i n g  a n d  

d e g u m m i n g  c r u d e  r i c e  o i l  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  Z u l l a i k a h  e t  

a l  [ 6 7 ] .  A γ - o r y z a n o l  r i c h  f r a c t i o n  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  p u r e  r i c e  

o i l  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  C h e n  e t  a l  [ 6 8 ] .  B r i e f l y,  r i c e  o i l  

d i s s o l v e d  i n  n - h e x a n e  w a s  l o a d e d  o n t o  a n  o p e n  c o l u m n  ( 5 5 0  m m  

l e n g t h  a n d  3 0  m m  I . D . )  p a c k e d  w i t h  s i l i c a  g e l  6 0  ( N a c a l a i t e s q u e ,  

K y o t o ,  J a p a n ) .  T h e  e l u t i n g  s o l v e n t  c o n s i s t e d  o f  n - h e x a n e  a n d  

e t h y l  a c e t a t e .  T h e  γ - o r y z a n o l  r i c h  f r a c t i o n  w a s  d r i e d  o u t  a n d  

c r y s t a l l i z e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  Z u l l a i k a h  e t  a l  [ 6 7 ] .  T h i s  

γ - o r y z a n o l  w a s  9 5 %  p u r e  a c c o r d i n g  t o  t h e  e v a l u a t i o n  m e t h o d  

u s i n g  H P L C - U V  s y s t e m  a n d  c o m m e r c i a l  γ - o r y z a n o l  ( To k y o  

C h e m i c a l  I n d u s t r y,  To k y o ,  J a p a n )  a s  a  s t a n d a r d  [ 4 6 ,  6 9 ] .   

 

2 - 2 - 5  A n i m a l s  a n d  d i e t s  

M a l e  7  w e e k - o l d  B A L B / c . K O R / S t m  S l c - A p o e s h l  m i c e  

( J a p a n  S L C ,  H a m a m a t s u ,  J a p a n )  w e r e  f e d  a n  A I N - 9 3 M  d i e t  a s  a n  

i n i t i a l  d i e t  f o r  1  w e e k  [ 7 0 ] ,  a n d  t h e n  t h e  m i c e  w e r e  d i v i d e d  i n t o  

f o u r  g r o u p s  o f  s e v e n  b a s e d  o n  b o d y  w e i g h t  a n d  p l a s m a  TA G  

c o n c e n t r a t i o n .  T h e  m i c e  o f  e a c h  g r o u p  w e r e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  

h i g h - s u c r o s e  d i e t  s h o w n  i n  Ta b l e  2 - 1  f o r  3  w e e k s  [ 7 1 ] .  T h e  

p e r c e n t a g e  o f  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  i n  t h e  d i e t  w e r e  a l m o s t  s a m e  

a s  t h o s e  o f  t h e  d i e t  c o n t a i n i n g  1 5 %  w x / a e  m i l l e d  r i c e .  T h e  

c o n t r o l  ( C ) ,  γ - o r y z a n o l  ( O ) ,  r e s i s t a n t  s t a r c h  ( R S )  a n d  r e s i s t a n t  
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s t a r c h  p l u s  γ - o r y z a n o l  ( R S O )  g r o u p s  w e r e  f e d  d i e t s  c o n t a i n i n g  

W T  s t a r c h ,  b o t h  W T  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  w x / a e  s t a r c h ,  a n d  

b o t h  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  r e s p e c t i v e l y.  A l l  m i c e  w e r e  

h o u s e d  i n d i v i d u a l l y  w i t h  c o n t r o l l e d  t e m p e r a t u r e  ( 2 3  ±  2  ° C ) ,  

h u m i d i t y  ( 6 0  ±  1 0 % ) ,  a n d  l i g h t i n g  ( 8 : 0 0 - 2 0 : 0 0 )  w i t h  f r e e  a c c e s s  

t o  t h e i r  d i e t s  a n d  t a p  w a t e r  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d .  T h e  

b o d y  w e i g h t  o f  e a c h  m o u s e  w a s  m e a s u r e d  o n c e  p e r  w e e k ,  a n d  i t s  

f o o d  i n t a k e  w a s  m e a s u r e d  t w i c e  p e r  w e e k .  T h e  f e c e s  o f  e a c h  

m o u s e  w a s  c o l l e c t e d  a t  d a y  1 5  t o  d a y  1 7 ,  a n d  w e i g h e d  a f t e r  

f r e e z e - d r y i n g .  A t  d a y  2 2 ,  a l l  m i c e  ( 1 2  w e e k s  o f  a g e )  w e r e  s t a r v e d  

f o r  4  h r  b e f o r e  e x c i s i n g  o r g a n s  u n d e r  d i e t h y l  e t h e r  a n e s t h e s i a  

a n d  w e i g h i n g  t h e i r  l i v e r s  a n d  k i d n e y s .  B l o o d  s a m p l e s  w e r e  

s i m u l t a n e o u s l y  o b t a i n e d  b y  t h e i r  i n f e r i o r  v e n a  c a v a .  P l a s m a  w a s  

s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 , 0 0 0  g ,  5  m i n )  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

c o l l e c t i o n  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0  ° C  u n t i l  a n a l y s i s .  A l l  e x p e r i m e n t a l  

p r o c e d u r e s  i n v o l v i n g  t h e  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  w e r e  a p p r o v e d  b y  

t h e  A n i m a l  C a r e  a n d  U s e  C o m m i t t e e  o f  O s a k a  P r e f e c t u r e  

U n i v e r s i t y.  
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2 - 2 - 6  B l o o d  c h e m i s t r y  

P l a s m a  t r i a c y l g l y c e r o l  ( TA G ) ,  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  

h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  ( H D L )  c h o l e s t e r o l ,  n o n - e s t e r i f i e d  f a t t y  

a c i d s  ( N E FA ) ,  a n d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  w i t h  

Tr i g l y c e r i d e  E - Te s t ,  C h o l e s t e r o l  E - t e s t ,  H D L - c h o l e s t e r o l  E - t e s t ,  

N E FA C - t e s t  a n d  G l u c o s e  C I I  t e s t  k i t s ,  r e s p e c t i v e l y  ( Wa k o ,  

O s a k a ,  J a p a n ) .  To t a l  c h o l e s t e r o l / H D L c h o l e s t e r o l  r a t i o  w a s  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  t o t a l  c h o l e s t e r o l  a n d  H D L c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n s .  

Table 2-1. Composition of experimental diets

C (%) O (%) RS (%) RSO (%)

WT starch 11.488  11.487 － －

wx/ae starch － － 11.488 11.487 

γ-oryzanol － 0.006 － 0.006 

Sucrose 20.000 19.999 20.000 19.999 

Beef tallow 14.000 13.999 14.000 13.999 

Lard 14.000 13.999 14.000 13.999 

Soybean oil 2.000 2.000 2.000 2.000 

α-Cornstarch 3.381 3.381 3.381 3.381

Cellulose powder 5.000 5.000 5.000 5.000 

AIN-93 vitamin mix 1.000 1.000 1.000 1.000 

AIN-93G mineral mix 3.500 3.500 3.500 3.500 

Choline bitartrate 0.250 0.250 0.250 0.250 

tert-Butylhydroquinone 0.006 0.006 0.006 0.006 

L-Cystine 0.375 0.375 0.375 0.375 

Casein 25.000 24.998 25.000 24.998

Total 100.000 100.000 100.000 100.000 
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2 - 2 - 7  H e p a t i c  TA G  a n d  t o t a l  c h o l e s t e r o l  

To t a l  l i p i d s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  1 0 0  m g  o f  l i v e r  t i s s u e s  

a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  B l i g h  a n d  D y e r  [ 7 2 ] ,  a n d  t h e n  

d i s s o l v e d  i n  i s o p r o p a n o l  c o n t a i n i n g  1 0 %  Tr i t o n  X - 1 0 0  

( S i g m a - A l d r i c h ,  To k y o ,  J a p a n ) .  H e p a t i c  TA G  c o n c e n t r a t i o n  w a s  

m e a s u r e d  u s i n g  t h e  L - t y p e  Wa k o  T G · H  ( Wa k o ) .  H e p a t i c  t o t a l  

c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  a  m o d i f i e d  

Z a k - H e n l y  m e t h o d  [ 7 3 ] .  

 

2 - 2 - 8  F e c a l  TA G  a n d  t o t a l  c h o l e s t e r o l  

To t a l  l i p i d s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  5 0  m g  o f  d r i e d  f e c e s  

a f t e r  w e i g h i n g  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  B l i g h  a n d  D y e r  [ 7 2 ] ,  

a n d  t h e n  d i s s o l v e d  i n  i s o p r o p a n o l  c o n t a i n i n g  1 0 %  Tr i t o n  X - 1 0 0  

( S i g m a - A l d r i c h ) .  F e c a l  TA G  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  

a n  a c e t y l a c e t o n e  m e t h o d  [ 7 4 ] .  F e c a l  t o t a l  c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  a  m o d i f i e d  Z a k - H e n l y  m e t h o d  

[ 7 3 ] .  

 

2 - 2 - 9  H i s t o p a t h o l o g y  o f  l i v e r  

L i v e r s  w e r e  f o r m a l i n - f i x e d ,  p a r a f f i n - e m b e d d e d ,  a n d  

p r o c e s s e d  f o r  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  ( H E )  s t a i n i n g .  T h e  

p r e p a r e d  s p e c i m e n s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  a n  E C L I P S E  LV 1 0 0 P O L 

m i c r o s c o p e  ( N i k o n ,  To k y o ,  J a p a n ) .  

 

2 - 2 - 1 0  M e a s u r e m e n t  o f  m R N A l e v e l s  i n  t h e  l i v e r  

To t a l  R N A w a s  e x t r a c t e d  u s i n g  a n  R N e a s y  m i n i  k i t  ( Q i a g e n ,  

To k y o ,  J a p a n ) .  c D N A w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  5  μ g  o f  e x t r a c t e d  
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R N A u s i n g  a  S u p e r S c r i p t  I I I  F i r s t - s t r a n d  S y n t h e s i s  S y s t e m  f o r  

RT- P C R  ( L i f e  Te c h n o l o g i e s  J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n ) ,  a n d  t h e n  

p u r i f i e d  u s i n g  a  Q I A q u i c k  P C R  P u r i f i c a t i o n  k i t  ( Q i a g e n ) .  

Q u a n t i t a t i v e  r e a l - t i m e  P C R  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  S Y B R  G r e e n  

R e a l t i m e  P C R  M a s t e r  M i x  - P l u s -  ( To y o b o ,  O s a k a ,  J a p a n )  o n  a  

L i n e G e n e  m a c h i n e  ( B i o F l u x ,  To k y o ,  J a p a n ) .  R e l a t i v e  l e v e l s  o f  

t a r g e t  m R N A w e r e  n o r m a l i z e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  l e v e l  o f  

e l o n g a t i o n  f a c t o r - 1 α  ( E F - 1 α )  m R N A .  T h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  

p r i m e r s  w e r e  a s  f o l l o w s :  E F - 1 α  ( F o r w a r d  

5 ′ - A G A C C A G C A A ATA C TAT G T G A C C A - 3 ′ ,  R e v e r s e  

5 ′ - T T C T T G G A G ATA C C A G C T T C A A AT- 3 ′ ) ;  s t e r o l  r e g u l a t o r y  

e l e m e n t - b i n d i n g  p r o t e i n - 1  ( S R E B P - 1 )  ( F o r w a r d  

5 ′ - T G C T C C T G T G T G AT C TA C T T C T T G - 3 ′ ,  R e v e r s e  

5 ′ - T G TA G G A ATA C C C T C C T C ATA G C A - 3 ′ ) ;  s t e r o l  r e g u l a t o r y  

e l e m e n t - b i n d i n g  p r o t e i n - 2  ( S R E B P - 2 )  ( F o r w a r d  

5 ′ - G TA C T G T C A C T G G A G T C A G G T G C T- 3 ′ ,  R e v e r s e  

5 ′ - C T T C A C A A A G A C G C T C A A G A C A AT- 3 ′ ) ;  f a t t y  a c i d  

s y n t h e t a s e  ( FA S )  ( F o r w a r d  

5 ′ - G C A C A G C T C T G C A C T G T C TA C TA C - 3 ′ ,  R e v e r s e  

5 ′ - AT C C C A G A G G A A G T C A G AT G ATA G - 3 ′ ) ;  l o w  d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n  r e c e p t o r  ( L D L - R )  ( F o r w a r d  

5 ′ - AT C T C T C A G C T C C C A G TA C T C C TA - 3 ′ ,  R e v e r s e  

5 ′ - A G A A G AT G G A C A G G A A C C T C ATA C - 3 ′ ) ;  

3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r y l  c o e n z y m e  A r e d u c t a s e  ( H M G  

C o - A R )  ( F o r w a r d  5 ′ - C A A A G A A C T G A C A G G C T TA A AT G A - 3 ′ ,  

R e v e r s e  5 ′ - T C C A C G A G C TATAT T T T C C C T TA C - 3 ′ ) .  P C R  

p r o d u c t s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  a n a l y s i s  o f  t h e i r  m e l t i n g  c u r v e s  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
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2 - 2 - 11  S h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  i n  c e c a l  c o n t e n t s  

T h e  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( S C FA )  c o n t e n t  i n  c e c a l  

c o n t e n t s  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t o t a l  c e c a l  c o n t e n t s  w h i c h  w e r e  

c o l l e c t e d  f r o m  e a c h  m o u s e  a n d  m i x e d  f o r  e a c h  g r o u p .  T h e  m i x e d  

c e c a l  c o n t e n t s  w e r e  w e i g h e d  a n d  t h e i r  p H  m e a s u r e d  u s i n g  a  

B - 2 1 2  p H  m e t e r  ( H o r i b a ,  K y o t o ,  J a p a n ) .  1 0 0  m g  s a m p l e s  w e r e  

t a k e n  f r o m  t h e  m i x e d  c e c a l  c o n t e n t s  o f  e a c h  g r o u p ,  h o m o g e n i z e d  

w i t h  e t h a n o l  a n d  c e n t r i f u g e d  ( 1 0 0 0  g ,  5  m i n ) .  S C FA i n  t h e  

s u p e r n a t a n t  w e r e  m e a s u r e d  f o r  e a c h  g r o u p  u s i n g  a  F a t t y  A c i d  

A n a l y s i s  k i t  ( Y M C ,  K y o t o ,  J a p a n )  a n d  a n  H P L C - U V  s y s t e m  

c o n s i s t i n g  o f  a  P U - 2 0 8 9  p u m p  ( J a s c o ,  To k y o ,  J a p a n ) ,  a n  A S - 2 0 5 7  

( J a s c o ) ,  a  Y M C - P a c k  FA c o l u m n  ( 2 5 0  m m  x  4 . 6  m m  I . D . ,  Y M C ) ,  a  

C S L - 3 0 0 C  c o l u m n  o v e n  ( C h r o m a t o  S c i e n c e ,  O s a k a ,  J a p a n ) ,  a n d  

a n  S P D - 1 0 A U V- V I S  d e t e c t o r  ( S h i m a d z u ,  K y o t o ,  J a p a n ) .  T h e  

c o n d i t i o n s  w e r e  a s  f o l l o w s :  f l o w  r a t e  1 . 0  m L / m i n ,  o v e n  

t e m p e r a t u r e  4 0  ° C ,  i n j e c t i o n  v o l u m e  5  μ L ,  d e t e c t i o n  U V  a t  2 3 0  

n m ,  m o b i l e  p h a s e  m e t h a n o l / a c e t o n i t r i l e / M i l l i Q  w a t e r  ( 1 6 / 3 0 / 5 4 ,  

v / v / v,  p H  4 . 5  a d j u s t e d  b y  0 . 0 1  N  H C l ) .  T h e  c o n t e n t s  w e r e  

a n a l y z e d  f o r  S C FA s u c h  a s  a c e t i c  a c i d ,  p r o p i o n i c  a c i d  a n d  

n - b u t y r i c  a c i d  u s i n g  c o m m e r c i a l  r e a g e n t s  ( Wa k o )  a s  s t a n d a r d s .  

E a c h  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e  a n d  c o e f f i c i e n t s  o f  

v a r i a t i o n  f o r  t h e  t h r e e  S C FA o f  e a c h  g r o u p  w e r e  u n d e r  1 5 % .  T h e  

c e c a l  c o n t e n t  w e i g h t  p e r  m o u s e  w a s  c a l c u l a t e d  a s  t h e  a v e r a g e  

o v e r  t h e  m i c e  i n  i t s  g r o u p ,  a n d  s i m i l a r l y  f o r  t h e  c e c a l  S C FA 

c o n t e n t ,  b u t  I  c o u l d  n o t  o b t a i n  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e s e  

a v e r a g e  v a l u e s .  
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2 - 2 - 1 2  S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  

E x c e p t  f o r  c e c a l  c o n t e n t  w e i g h t  a n d  p H ,  a n d  c e c a l  S C FA 

c o n t e n t ,  r e s u l t s  a r e  g i v e n  a s  m e a n s  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D ) .  

Tw o - w a y  A N O VA w i t h  a  p o s t  h o c  a n a l y s i s  b y  Tu k e y ’s  t e s t  w a s  

c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  S A S  9 . 1  s o f t w a r e  p r o g r a m  ( S A S  I n s t i t u t e ,  

C a r y,  U S A ) .  

 

 

2 - 3  R e s u l t s  

2 - 3 - 1  E f f e c t s  o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  o n  b o d y  w e i g h t  

a n d  f o o d  i n t a k e  

To  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  w x / a e  r i c e  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  o n  l i p i d  m e t a b o l i s m ,  I  p r e p a r e d  d e f a t t e d  s t a r c h  

( w x / a e  s t a r c h )  a n d  e x t r a c t e d  γ - o r y z a n o l  f r o m  w x / a e  r i c e .  

D e f a t t e d  s t a r c h  w a s  a l s o  p r e p a r e d  f r o m  W T  r i c e  ( W T  s t a r c h )  a s  a  

c o n t r o l  r i c e  s t a r c h  s a m p l e .  T h e  w x / a e  s t a r c h  c o n t a i n e d  5 3 %  R S ,  

w h i l e  t h e  W T  s t a r c h  c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  2 %  R S .  

F o u r  g r o u p s  o f  m i c e  w e r e  f e d  t h e  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  

d i e t s  s h o w n  i n  Ta b l e  2 - 1  f o r  3  w e e k s .  T h e  f o u r  e x p e r i m e n t a l  d i e t s  

c o n t a i n e d  W T  s t a r c h ,  W T  s t a r c h  p l u s  γ - o r y z a n o l ,  w x / a e  s t a r c h  

a n d  w x / a e  s t a r c h  p l u s  γ - o r y z a n o l .  A l l  a n i m a l s  w e r e  i n  g o o d  

h e a l t h  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  A s  s h o w n  i n  

Ta b l e  2 - 2 ,  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  b o d y  w e i g h t  g a i n ,  f o o d  

i n t a k e ,  l i v e r  w e i g h t ,  o r  k i d n e y  w e i g h t  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  

g r o u p s .  H e n c e ,  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  a r e  n o t  e f f e c t i v e  f o r  

o b e s i t y  p r e v e n t i o n .  
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2 - 3 - 2  H y p o l i p i d e m i c  e f f e c t s  b y  c o m b i n i n g  w x / a e  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  

To  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  o n  

l i p i d  m e t a b o l i s m ,  I  m e a s u r e d  p l a s m a  l i p i d  c o n c e n t r a t i o n s  ( Ta b l e  

2 - 2  a n d  F i g u r e  2 - 1 ) .  T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

b l o o d  c h e m i s t r y  d a t a  t e s t e d  a m o n g  t h e  C ,  O ,  a n d  R S  g r o u p s ,  

w h i l e  t h e  TA G  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  R S O  g r o u p  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  C  ( P  <  0 . 0 0 1 ) ,  O  ( P  <  0 . 0 0 5 )  a n d  R S  ( P  <  

 Table 2-2. Physiological parameters and blood chemistry

C O RS RSO
Number 7 7 7 7

Intake ( g/d ) 4.0 ± 0.8 4.2 ± 0.8 3.8 ± 0.6 3.9 ± 0.4

Initial body weight ( g ) 22.6 ± 0.7 22.3 ± 1.7 22.6 ± 0.6 22.6 ± 1.1

Final body weight ( g ) 27.0 ± 1.5 27.4 ± 1.1 26.7 ± 1.4 27.3 ± 1.7

Body weight gain ( g ) 4.4 ± 1.1 5.2 ± 1.3 4.1 ± 1.2 4.7 ± 1.3

Kidney weight ( mg ) 491 ± 30 522 ± 41 485 ± 37 487 ± 27

Liver weight ( g ) 1.48 ± 0.17 1.50 ± 0.17 1.37 ± 0.13 1.39 ± 0.13 

Hepatic TC ( mgl/g ) 12.3 ± 3.6 10.8 ± 2.5 12.2 ± 1.6 10.4 ± 3.1 

Dried feces ( mg/d ) 301 ± 26 b 299 ± 50 b 469 ± 104 a 478 ± 43 a

Fecal lipid excretion

TAG ( mg/d ) 2.94 ±0.51b 2.45 ±0.39b 3.75 ±1.15ab 4.64 ±1.45a

Total cholesterol ( mg/d ) 2.57 ±0.45 2.29 ±0.44 2.38 ±0.61 2.67 ±0.21 

Blood chemistry

Total cholesterol ( mg/dL ) 611 ±67 567 ±57 528 ±128 498 ±96 

HDL-cholesterol ( mg/dL ) 114 ±41 151 ±43 138 ±47 144 ±54 

Total cholesterol/HDL-cholesterol ratio 5.8 ± 1.8 3.9 ± 0.8 4.2 ± 1.8 3.9 ± 1.8 

NEFA ( mEq/L ) 2.2 ± 1.0 1.8 ± 0.9 1.6 ± 0.3 1.3 ± 0.4

Glucose ( mg/dL ) 281 ±44 281 ±43 267 ±64 269 ±56 

Each value is expressed as means ± SD. 

Means not sharing a superscript letter differ significantly ( P < 0.05 ).
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0 . 0 5 )  g r o u p s .  M o r e o v e r ,  t o t a l  c h o l e s t e r o l  ( P  =  0 . 1 2 )  a n d  N E FA ( P  

=  0 . 11 )  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  t h e  t o t a l  c h o l e s t e r o l / H D L c h o l e s t e r o l  

r a t i o  ( P  =  0 . 1 4 )  i n  t h e  R S O  g r o u p  t e n d e d  t o  b e  l o w e r  t h a n  t h o s e  

i n  t h e  C  g r o u p .  T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  H D L 

c h o l e s t e r o l  a n d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  R S O  g r o u p .   
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Figure 2-1. TAG concentrations in plasma and liver.

Results represent means ± SD (n = 7). Means not sharing a superscript 

letter differ significantly (P < 0.05).
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2 - 3 - 3  P r e v e n t i o n  o f  f a t t y  l i v e r  b y  c o m b i n i n g  w x / a e  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  

A s  s h o w n  i n  Ta b l e  2 - 2  a n d  F i g u r e  2 - 1 ,  t h e r e  w e r e  n o  

d i f f e r e n c e s  i n  l i v e r  w e i g h t  b e t w e e n  g r o u p s ,  b u t  TA G  

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  l i v e r  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  R S  ( P  <  

0 . 0 5 )  a n d  R S O  g r o u p s  ( P  <  0 . 0 0 1 )  t h a n  i n  t h e  C  g r o u p ,  a n d  t h e  O  

a n d  R S O  g r o u p s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r  ( P  <  

0 . 0 5 ) .  To  i n v e s t i g a t e  t h i s  l o w e r e d  TA G  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  l i v e r ,  

I  u s e d  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  ( H E )  s t a i n i n g  ( F i g u r e  2 - 2 ) .  I  

o b s e r v e d  n o  f i b r o s i s  o r  i n f l a m m a t i o n  i n  a n y  g r o u p ,  b u t  

h e p a t o c y t e s  i n  t h e  c e n t r i l o b u l a r  a r e a  w e r e  r i c h  i n  u n s t a i n e d  

c y t o p l a s m  i n  t h e  C  a n d  O  g r o u p s  t h a n  i n  t h e  R S  a n d  R S O  g r o u p s ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  f a t t y  l i v e r  w a s  p r e v e n t e d  i n  t h e  l a t t e r .  
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2 - 3 - 4  G e n e  e x p r e s s i o n  i n  t h e  l i v e r  

P l a s m a  a n d  h e p a t i c  TA G  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r  i n  t h e  R S O  g r o u p  t h a n  i n  t h e  C  g r o u p .  To  d e t e r m i n e  t h e  

e f f e c t s  o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  o n  l i p i d  m e t a b o l i s m ,  I  

p e r f o r m e d  r e a l - t i m e  RT- P C R  a n a l y s i s  o n  t h e  l i v e r  ( F i g u r e  2 - 3 ) .  

A m o n g  t h e  s i x  g e n e s  t e s t e d ,  o n l y  t h e  S R E B P - 1  g e n e  w a s  

C O

RS RSO

CVCV

CVCV

Figure 2-2. Histopathology of liver tissues (HE staining).

CV: central vein. Magnification: x400.



43 
 

s i g n i f i c a n t l y  d o w n r e g u l a t e d  i n  t h e  O  ( P  <  0 . 0 1 ) ,  R S  ( P  <  0 . 0 0 5 ) ,  

a n d  R S O  g r o u p s  ( P  <  0 . 0 0 1 ) .  I  f o u n d  s l i g h t  d e c r e a s e s  i n  t h e  

S R E B P - 2 ,  H M G - C o A R  a n d  L D L - R  g e n e s  i n  t h e  O ,  R S  a n d  R S O  

g r o u p s ,  b u t  n o t h i n g  o f  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  o t h e r  f i v e  

g e n e s .  

 

 

Figure 2-3. Gene expression analysis in the liver by SYBR green-based real-time

RT-PCR.

EF-1α was used as a standard to normalize the efficiency of each reaction, and

results (mean ± SD; n = 7) are presented relative to the C group. Means not sharing

a superscript letter differ significantly (P < 0.05).
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2 - 3 - 5  E f f e c t s  o n  f e c a l  w e i g h t  a n d  l i p i d s  

I n h i b i t i n g  d i e t a r y  l i p i d  a b s o r p t i o n  c a n  l o w e r  t h e  p l a s m a  

l i p i d  c o n c e n t r a t i o n s .  I  t h e r e f o r e  a n a l y z e d  f e c a l  l i p i d  e x c r e t i o n  t o  

s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  o n  d i e t a r y  l i p i d  

a b s o r p t i o n  ( Ta b l e  2 - 2 ) .  D r i e d  f e c a l  w e i g h t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

h i g h e r  i n  t h e  R S  a n d  R S O  g r o u p s  ( P  <  0 . 0 0 1 )  a f t e r  3  w e e k s ’ 

t r e a t m e n t ,  b u t  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  f e c a l  TA G  e x c r e t i o n  w a s  

o b s e r v e d  o n l y  i n  t h e  R S O  g r o u p  ( P  <  0 . 0 5  c o m p a r e d  w i t h  t h e  C  

g r o u p  a n d  P  <  0 . 0 0 5  c o m p a r e d  w i t h  t h e  O  g r o u p ) .  T h e r e  w a s  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  g r o u p s  i n  t o t a l  c h o l e s t e r o l  

e x c r e t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  w x / a e  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  s h o w  s y n e r g i s t i c  e f f e c t s  i n  i n h i b i t i n g  d i e t a r y  TA G  

a b s o r p t i o n .  

 

2 - 3 - 6  E f f e c t s  o n  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  i n  t h e  c e c u m  

D i e t a r y  R S  i n c r e a s e s  t h e  c o n t e n t  w e i g h t  a n d  S C FA c o n t e n t  

i n  t h e  c e c u m .  S C FA h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  i n t e s t i n a l  

f u n c t i o n s  a n d  l i p i d  a n d  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m .  I  m e a s u r e d  

S C FA c o n t e n t  i n  t h e  c e c u m  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  c h a n g e s  i n  

i n t e s t i n a l  e n v i r o n m e n t  m a d e  b y  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l .  

Ta b l e  2 - 3  s h o w s  a v e r a g e  v a l u e s  p e r  m o u s e  o f  c e c a l  c o n t e n t  

w e i g h t  a n d  p H ,  a n d  c e c a l  S C FA c o n t e n t .  C e c a l  c o n t e n t  w e i g h t  

a n d  t h e  c o n t e n t  o f  t h e  t h r e e  S C FA i n  t h e  R S  a n d  R S O  g r o u p s  

t e n d e d  t o  b e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  C  g r o u p ,  w h i l e  t h e r e  w e r e  

n o  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  C  a n d  O  g r o u p s .  C e c a l  c o n t e n t  p H  i n  

t h e  R S  a n d  R S O  g r o u p s  t e n d e d  t o  b e  l o w e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  C  

g r o u p .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  γ - o r y z a n o l  d o e s  n o t  a f f e c t  

c e c a l  c o n t e n t  w e i g h t  a n d  S C FA c o n t e n t ,  a n d  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  
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w x / a e  s t a r c h  p r o d u c e s  S C FA ,  i n c l u d i n g  a c e t i c  a c i d ,  p r o p i o n i c  

a c i d  a n d  n - b u t y r i c  a c i d .  I  n o t e  t h a t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

r e s u l t s  s h o u l d  b e  d e t e r m i n e d  b y  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  t e s t s  i n  

f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

i n d i v i d u a l  m i c e .  

 

 

 

 

2 - 4  D i s c u s s i o n  

w x / a e  d o u b l e - m u t a n t  j a p o n i c a  r i c e  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  

p r o d u c e s  R S  a n d  h i g h  a m o u n t  o f  γ - o r y z a n o l .  I n  c h a p t e r  I ,  I  f o u n d  

t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  i s  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  c v.  K o s h i h i k a r i  

b r o w n  r i c e  i n  r e d u c i n g  b o t h  p l a s m a  l i p i d  a n d  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  h i g h  f a t  d i e t - f e d  N S Y m i c e  [ 4 6 ] .  I n  t h i s  c h a p t e r ,  

I  p r e p a r e d  d e f a t t e d  s t a r c h  ( R S  c o n t e n t  5 3 % )  a n d  γ - o r y z a n o l  f r o m  

w x / a e  r i c e  a n d  f e d  t h e m  t o  A p o E - d e f i c i e n t  m i c e  t o  s t u d y  t h e  r o l e  

Table 2-3. Average values per mouse of cecal content weight and pH, and

cecal SCFA content

C O RS RSO

Cecal content weight ( mg/mouse ) 102 157 250 243

Cecal content pH a) 7.7 7.4 7.1 7.2

Cecal SCFA content a) 

Acetic acid ( μmol/mouse ) 5.6 6.8 15.7 11.7

Propionic acid ( μmol/mouse ) 0.9 1.0 2.8 2.6

n-Butyric acid ( μmol/mouse ) 0.5 0.6 3.0 2.8
a) Average values for three measurements.
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o f  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  i n  t h e  h y p o l i p i d e m i c  e f f e c t s  o f  

w x / a e  r i c e .  γ - O r y z a n o l  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 0 6 %  i n  t h e  d i e t  

h a d  n o  e f f e c t  o n  l i p i d  m e t a b o l i s m ,  a n d  w x / a e  s t a r c h  ( 11 . 4 8 8 % )  

p r e v e n t e d  a c c u m u l a t i o n  o f  TA G  i n  t h e  l i v e r .  I n t a k e  o f  b o t h  w x / a e  

s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  w a s  s i g n i f i c a n t l y  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  

n o t  o n l y  TA G  a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  l i v e r ,  b u t  a l s o  t h e  r i s e  i n  

p l a s m a  TA G  c o n c e n t r a t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  w x / a e  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  m a y  h a v e  s y n e r g i s t i c  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  l i p i d  

m e t a b o l i s m .  

I n t a k e  o f  r e s i s t a n t  s t a r c h  o r  γ - o r y z a n o l  a f f e c t s  g e n e  

e x p r e s s i o n  i n  t h e  l i v e r  [ 7 5 - 7 7 ] .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  s h o w s  t h a t  

w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  d o w n r e g u l a t e d  t h e  g e n e s  r e l a t e d  t o  

f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s  a n d  c h o l e s t e r o l  s y n t h e s i s .  S R E B P - 1  i s  k n o w n  

t o  r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  l i k e  FA S  t h a t  a r e  r e l a t e d  t o  

f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m ,  w h i l e  S R E B P - 2  r e g u l a t e s  s u c h  

c h o l e s t e r o l o g e n i c  e n z y m e  g e n e s  a s  H M G - C o A R  a n d  L D L - R [ 7 8 ] .  

E x p r e s s i o n  o f  t h e  S R E B P - 1  g e n e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  O ,  

R S  a n d  R S O  g r o u p s  t h a n  i n  t h e  C  g r o u p ,  a n d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  

S R E B P - 2 ,  H M G - C o A R  a n d  L D L - R  g e n e s  t e n d e d  t o  b e  l o w e r  i n  

t h e  O ,  R S  a n d  R S O  g r o u p s  t h a n  i n  t h e  C  g r o u p ,  i n d i c a t i n g  t h a t  

l i p o g e n e s i s  i n  t h e  l i v e r  o f  t h e  O ,  R S  a n d  R S O  g r o u p s  w a s  

d o w n r e g u l a t e d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  r e d u c e d  p l a s m a  a n d  h e p a t i c  

l i p i d  c o n c e n t r a t i o n s .  

D i e t a r y  R S  i n c r e a s e s  f e c a l  w e i g h t  a n d  t h e  a m o u n t  o f  c e c a l  

S C FA [ 5 4 ] .  I n  t h i s  c h a p t e r ,  I  o b s e r v e d  t h a t  f e c a l  w e i g h t  a n d  f e c a l  

TA G  e x c r e t i o n  w e r e  h i g h e r  a n d  t h a t  t h e  c e c a l  S C FA c o n t e n t  

t e n d e d  t o  b e  h i g h e r  i n  t h e  g r o u p s  f e d  w x / a e  s t a r c h  t h a n  i n  t h e  

g r o u p s  f e d  W T  s t a r c h ,  i n d i c a t i n g  t h a t  w x / a e  s t a r c h  e x e r t s  a  
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b i o l o g i c a l  e f f e c t  a s  d i e t a r y  R S .  w x / a e  s t a r c h  p r o b a b l y  i n h i b i t s  

TA G  a b s o r p t i o n  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  b y  a d s o r b i n g  l i p i d s  i t s e l f .  

S C FA ,  e s p e c i a l l y  p r o p i o n i c  a c i d ,  i n h i b i t s  l i p o g e n e s i s  i n  t h e  l i v e r  

[ 7 9 ,  8 0 ] .  T h e r e f o r e ,  p r e v e n t i o n  o f  f a t t y  l i v e r  i n  t h e  R S  a n d  R S O  

g r o u p s  m i g h t  i n  p a r t  d e p e n d  o n  a m o u n t  o f  p r o d u c e d  S C FA .  S C FA 

a l s o  i n d u c e s  G l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  a n d  p e p t i d e  Y Y w h i c h  

i m p r o v e  i n s u l i n  s e c r e t i o n  a n d  h a v e  a n t i d i a b e t e c  e f f e c t s  [ 1 7 ] .  

A l t h o u g h  I  o b s e r v e d  n o  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o n  g l y c e m i c  s t a t u s  b y  

i n t a k e  o f  w x / a e  s t a r c h ,  m y  r e s u l t s  i n  c h a p t e r  I  s h o w e d  t h a t  i n t a k e  

o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  p r e v e n t e d  a  r i s e  i n  b l o o d  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  a n d  g l y c o s u r i a  l e v e l  [ 4 6 ] ,  s u g g e s t i n g  t h a t  

p r o d u c e d  S C FA m i g h t  h a v e  s o m e  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o n  g l y c e m i c  

s t a t u s  i n  m i c e  f e d  w x / a e  s t a r c h .  

C i c e r o  a n d  G a d d i  n o t e d  t h a t  d i e t a r y  γ - o r y z a n o l  d e c r e a s e s  

p l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  L D L - c h o l e s t e r o l  a n d  TA G  a n d  i n c r e a s e s  

H D L c h o l e s t e r o l  i n  m a m m a l s ,  i n c l u d i n g  r o d e n t s  [ 5 5 ] .  B e c a u s e  

t h e  a m o u n t  o f  γ - o r y z a n o l  I  f e d  m y  m i c e  w a s  m u c h  s m a l l e r  t h a n  

t h a t  u s e d  i n  c h a p t e r  I  [ 4 6 ] ,  I  o b s e r v e d  n o  d i f f e r e n c e  i n  p l a s m a  

l i p i d  c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  t h e  C  a n d  O  g r o u p s .  I t  i s  a l s o  

u n c l e a r  i f  t h e  a n t i o x i d a n t  p r o p e r t i e s  a r e  d u e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  

t e r t - b u t y l h y d r o q u i n o n e  i n  t h e  d i e t .  H o w e v e r ,  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  

w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  t h e  r i s e  i n  p l a s m a  

a n d  h e p a t i c  TA G  c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a  s m a l l  

a m o u n t  o f  γ - o r y z a n o l  c a n  e n h a n c e  h y p o l i p i d e m i c  e f f e c t s  

p r o m o t e d  b y  R S .  

I n  s u m m a r y,  w x / a e  s t a r c h  i n  t h e  d i e t  p r e v e n t e d  f a t t y  l i v e r  

a n d  w x / a e  s t a r c h  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  γ - o r y z a n o l  

w a s  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  w x / a e  s t a r c h  a l o n e .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  
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w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  h a d  a  s y n e r g i s t i c  

h y p o t r i g l y c e r i d e m i c  e f f e c t  o n  p l a s m a  a n d  l i v e r  i n  

B A L B / c . K O R - A p o e s h l

  

 m i c e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t .  

T h e r e f o r e ,  r i c e  c o n t a i n i n g  a  l a r g e  a m o u n t  o f  R S  a n d  γ - o r y z a n o l ,  

s u c h  a s  w x / a e  r i c e ,  h a s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  p r e v e n t i n g  f a t t y  l i v e r  

a n d  h y p e r t r i g l y c e r i d e m i a .  
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CHAPTER III  

H y p o t r i a c y l g l y c e ro l e m i a  E f f e c t s  o f  S t a rc h  a n d  

γ - O r y za n o l  f ro m  w x / a e  D o u b l e - m u t a n t  R i c e  i n  t h e  

L i v e r  o f  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

 

 M i c e  

 

3 - 1  I n t r o d u c t i o n  

     Tr i a c y l g l y c e r o l s  ( TA G s )  c o n s i s t  o f  a  g l y c e r o l  b a c k b o n e  

e s t e r i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  o r  u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( FA s ) ,  o r  a  

m i x t u r e  o f  b o t h .  TA G s  s u p p l y  f r e e  FA s ,  a n  i m p o r t a n t  e n e r g y  

s o u r c e  a s  n u t r i e n t s  o r  m a t e r i a l s  f o r  o t h e r  l i p i d s  s u c h  a s  

c h o l e s t e r o l  e s t e r ,  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  p h o s p h a t i d y l  

e t h a n o l a m i n e  [ 8 1 - 8 3 ] .  F r e e  FA s  a l s o  a c t  a s  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s  

i n  v a r i o u s  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  [ 8 4 - 8 7 ] .  

C u r r e n t  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  f o r  TA G s  i n c l u d e  c o m m e r c i a l  

k i t s  u s i n g  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  ( L P L )  t o  h y d r o l y z e  t h e  f a t t y  a c i d s  

f r o m  t h e  TA G s  [ 8 8 - 9 0 ] .  T h e s e  m e t h o d s  c a n  g i v e  t o t a l  TA G  

c o n t e n t  b u t  c a n n o t  g i v e  t h e  c o n t e n t  o f  s p e c i f i c  TA G  m o l e c u l a r  

s p e c i e s ,  b e c a u s e  t h e y  n o n s p e c i f i c a l l y  a n a l y z e  t h e  f a t t y  a c i d s  

r e l e a s e d  b y  L P L .  T h u s ,  I  p r e p a r e d  a n  a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  t h a t  

u s e s  a  t w o - d i m e n s i o n a l  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

( 2 D  H P L C )  s y s t e m  c o u p l e d  w i t h  t w o  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  

d e t e c t o r s  ( V W D s )  a n d  a  c h a r g e d  a e r o s o l  d e t e c t o r  ( C A D )  f o r  

d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  TA G s .  T h e  c h a r g e d  a e r o s o l  d e t e c t i o n  m e t h o d  
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i n v o l v e s  n e b u l i z i n g  t h e  H P L C  c o l u m n  e f f l u e n t ,  e v a p o r a t i n g  t h e  

s o l v e n t s ,  c h a r g i n g  t h e  a e r o s o l  p a r t i c l e s  a n d  m e a s u r i n g  t h e  

c u r r e n t  f o r m  o f  t h e  c h a r g e d  a e r o s o l  f l u x  [ 9 1 ,  9 2 ] .  T h e  m a j o r  

a d v a n t a g e s  o f  t h e  C A D  a r e  i t s  l o w  m i n i m u m  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  

a n d  i t s  n e a r l y  l i n e a r  m a s s - t o - p e a k  a r e a  r e l a t i o n s h i p  f o r  m a n y  

t y p e s  o f  l i p i d s  [ 9 3 ] .  T h i s  2 D  H P L C  s y s t e m  i s  e q u i p p e d  w i t h  

n o r m a l  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  i n  t h e  f i r s t - d i m e n s i o n  a n d  r e v e r s e  

p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  i n  t h e  s e c o n d - d i m e n s i o n ,  a n d  p r o v i d e s  

q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  t h a t  f o c u s e s  o n  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  f r o m  

a  m i x t u r e  o f  l i p i d s .  

I n  c h a p t e r  I I ,  I  f o u n d  t h a t  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  h a d  

a  h y p o t r i a c y l g l y c e r o l e m i a  e f f e c t  o n  l i v e r  i n  

B A L B / c . K O R - A p o e s h l  m i c e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t  

[ 9 0 ] .  I  f o c u s e d  o n  a  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  i n  t h e  l i v e r  o f  t h o s e  

m i c e .  T h e  o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  t o  e x a m i n e  t h e  c h a n g e  

o f  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  c o n t e n t  i n  t h e  l i v e r  o f  

B A L B / c . K O R - A p o e s h l

 

 m i c e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t  

b y  i n t a k e  o f  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  f r o m  w x / a e  m u t a n t  r i c e .  

 

3 - 2  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

3 - 2 - 1  To t a l  l i p i d s  e x t r a c t i o n  f r o m  l i v e r  

L i v e r  t i s s u e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B A L B / c . K O R - A p o e s h l  

m i c e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t  i n c l u d i n g  s t a r c h  a n d  

γ - o r y z a n o l  f r o m  w x / a e  m u t a n t  r i c e ,  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  2 .  

B r i e f l y,  B A L B / c . K O R - A p o e s h l  m i c e  ( J a p a n  S L C ,  H a m a m a t s u ,  
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J a p a n )  w e r e  d i v i d e d  i n t o  f o u r  g r o u p s  o f  s e v e n  b a s e d  o n  b o d y  

w e i g h t  a n d  p l a s m a  TA G  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  m i c e  o f  e a c h  g r o u p  

w e r e  f e d  a  h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t  s h o w n  i n  Ta b l e  2 - 1  f o r  

3  w e e k s  [ 7 1 ] .  T h e  c o n t r o l  ( C ) ,  γ - o r y z a n o l  ( O ) ,  r e s i s t a n t  s t a r c h  

( R S )  a n d  r e s i s t a n t  s t a r c h  p l u s  γ - o r y z a n o l  ( R S O )  g r o u p s  w e r e  f e d  

d i e t s  c o n t a i n i n g  W T  s t a r c h ,  b o t h  W T  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  

w x / a e  s t a r c h ,  a n d  b o t h  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  r e s p e c t i v e l y.  

A t  d a y  2 2 ,  a l l  m i c e  ( 1 2  w e e k s  o f  a g e )  w e r e  s t a r v e d  f o r  4  h r  

b e f o r e  e x c i s i n g  o r g a n s .  T h e  l i v e r  t i s s u e s  w e r e  s t o r e d  a t  - 8 0  ° C  

i m m e d i a t e l y  a f t e r  c o l l e c t i o n  u n t i l  e x t r a c t i o n .  A l l  e x p e r i m e n t a l  

p r o c e d u r e s  i n v o l v i n g  t h e  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  w e r e  a p p r o v e d  b y  

t h e  A n i m a l  C a r e  a n d  U s e  C o m m i t t e e  o f  O s a k a  P r e f e c t u r e  

U n i v e r s i t y.  

 

3 - 2 - 2  Tw o - d i m e n s i o n a l  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  

TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  w e r e  m e a s u r e d  f r o m  t o t a l  l i p i d  

e x t r a c t  b y  u s i n g  a  t w o - d i m e n s i o n a l  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  ( 2 D  H P L C )  s y s t e m  f r o m  t o t a l  l i p i d  e x t r a c t .  T h e  

s y s t e m  c o n s i s t e d  o f  a n  U l t i m a t e  3 0 0 0  S t a n d a r d  L C  S y s t e m  

e q u i p p e d  w i t h  a  q u a t e r n a r y  p u m p ,  a n  a u t o s a m p l e r ,  a  c o l u m n  o v e n ,  

t w o  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r s  ( V W D )  a n d  a  C o r o n a  C h a r g e d  

A e r o s o l  D e t e c t o r  ( C A D )  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  U S ) ,  a  

s i x - p o r t  t w o - p o s i t i o n  a u t o  v a l v e  a n d  a n  L C - 1 0 A D  p u m p  

( S h i m a d z u ,  K y o t o ,  J a p a n )  ( F i g u r e  3 - 1 ) .  T h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  

f i r s t - d i m e n s i o n  o f  t h e  2 D  H P L C  s y s t e m  w e r e  a s  f o l l o w s :  g r a d i e n t  

m o b i l e  p h a s e  o f  h e x a n e / t e r t - b u t y l m e t h y l e t h e r / m e t h a n o l ,  1 . 0  

m l / m i n  f l o w  r a t e ,  a  P VA - S i l  c o l u m n  f o r  a  f i r s t  d i m e n s i o n  c o l u m n  
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( 2 5 0  m m  x  4 . 6  m m  I . D . ,  Y M C ,  K y o t o ,  J a p a n ) ,  3 0  ° C  o v e n  

t e m p e r a t u r e ,  1 0  μ l  i n j e c t i o n  v o l u m e ,  U V  d e t e c t i o n  a t  2 1 0  n m .  

T h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e c o n d – d i m e n s i o n  o f  t h e  2 D  H P L C  s y s t e m  

w e r e  a s  f o l l o w s :  m o b i l e  p h a s e  o f  a c e t o n i t r i l e / a c e t o n e  ( 3 0 / 7 0 ,  

v / v ) ,  1 . 0  m l / m i n  f l o w  r a t e ,  a  C a d e n z a  C L - C 1 8  c o l u m n  ( 2 5 0  m m  x  

4 . 6  m m  I . D . ,  I m t a k t ,  K y o t o , J a p a n ) ,  3 0  ° C  o v e n  t e m p e r a t u r e ,  

d e t e c t i o n  b y  U V  a t  2 1 0  n m  a n d  C A D .  T h e  f i r s t -  a n d  

s e c o n d - d i m e n s i o n s  w e r e  c o n n e c t e d  b y  a  t r a p  s y s t e m ,  u s i n g  a  

s i x - p o r t  t w o - p o s i t i o n  a u t o  v a l v e  e q u i p p e d  w i t h  a  Y M C - P a c k  

P r o C 1 8 R S  c o l u m n  ( 5 0  m m  x  4 . 6  m m  I . D . ,  Y M C )  a n d  a n  L C - 1 0 A D  

p u m p .  T h e  t a r p  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  f o l l o w s :  g r a d i e n t  m o b i l e  

p h a s e  o f  m e t h a n o l / e t h a n o l / M i l l i Q  w a t e r ,  5 . 0  m l / m i n  f l o w  r a t e .  

T h e  C h r o m e l e o n  s o f t w a r e  p r o g r a m  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c )  

w a s  u s e d  f o r  s y s t e m  c o n t r o l  a n d  d a t a  a n a l y s i s .  

 

 

 
Figure 3-1. Flow diagram of 2D-HPLC system.
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3 - 2 - 3  I d e n t i f i c a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  

t r i a c y l g l y c e r o l  m o l e c u l a r  s p e c i e s  

To  i d e n t i f y  t h e  FA c o m p o s i t i o n  o f  c h a r a c t e r i s t i c  TA G  

m o l e c u l a r  s p e c i e s  o n  t h e  2 D  H P L C  c h r o m a t o g r a m ,  I  p r e p a r e d  a  

p r e p a r a t i v e  2 D  H P L C  s y s t e m .  T h i s  s y s t e m  i s  b a s e d  o n  2 D  H P L C  

a n d  h a s  a  f r a c t i o n a t i o n  l i n e  t h a t  s p l i t s  f r o m  t h e  a n a l y t i c a l  l i n e  

b e f o r e  C A D .  T h e  f r a c t i o n s  o f  c e r t a i n  p e a k s  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  

t h e  p r e p a r a t i v e  2 D  H P L C .  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  i n  t h e  f r a c t i o n s  

w e r e  h y d r o l y z e d  a n d  m e t h y l a t e d  u s i n g  a  F a t t y  A c i d  M e t h y l a t i o n  

K i t  ( N a c a l a i  Te s q u e ,  K y o t o ,  J a p a n ) ,  a n d  f a t t y  a c i d  m e t h y l  e s t e r s  

( FA M E )  w e r e  a n a l y z e d  b y  u s i n g  a  G C M S  Q P - 2 0 1 0  U l t r a  

( S h i m a d z u )  w i t h  a  D B - 2 2 5  c o l u m n  ( 3 0  m  l e n g t h ,  0 . 2 5  m m  I . D ,  

0 . 1 5  μ m  f i l m ,  A g i l e n t  Te c h n o l o g i e s ,  S a n t a  C l a r a ,  U S ) .  1  μ l  o f  

e a c h  S a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  G C  i n j e c t o r  a t  2 4 0  ° C  a n d  

o p e r a t e d  i n  s p l i t l e s s  m o d e .  H e l i u m  g a s  w i t h  9 9 . 9 9 9 %  p u r i t y  w a s  

u s e d  a s  t h e  c a r r i e r  g a s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 0 . 0  m l / m i n .  T h e  i n i t i a l  

t e m p e r a t u r e  w a s  s e t  a t  3 5  ° C  f o r  0 . 5  m i n .  T h e  s u b s e q u e n t  

t e m p e r a t u r e  w a s  p r o g r a m m e d  a t  a  h e a t i n g  r a t e  o f  2 5  ° C / m i n  t o  

1 9 5  ° C ,  a t  3  ° C / m i n  t o  2 0 5  ° C  a n d  a t  8  ° C / m i n  u n t i l  2 3 5  ° C  a n d  

k e p t  f o r  1  m i n .  T h e  i o n  s o u r c e  t e m p e r a t u r e  w a s  2 0 0  ° C .  M a s s  

u n i t s  w e r e  m o n i t o r e d  f r o m  3 5  t o  4 0 0  m / z ,  t h e  c o m p o n e n t s  o f  

FA M E  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e i r  r e t e n t i o n  t i m e  a n d  

m a s s  s p e c t r a  w i t h  a  N I S T  m a s s  s p e c t r a l  l i b r a r y.  A F. A . M . E .  M i x  

C 1 4 - C 2 2  ( S U P E L C O ,  B e l l e f o n t e ,  U S )  w a s  u s e d  a s  a  s t a n d a r d .  

 

3 - 2 - 4  S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s    

R e s u l t s  a r e  g i v e n  a s  m e a n s  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D ) .  

Tw o - w a y  A N O VA w i t h  a  p o s t  h o c  a n a l y s i s  b y  Tu k e y ’s  t e s t  w a s  
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c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  S A S  9 . 3  s o f t w a r e  p r o g r a m  ( S A S  I n s t i t u t e ,  

C a r y,  U S A ) .  

 

 

3 - 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  

I  s e p a r a t e d  t h e  TA G  s p e c i e s  b y  2 D  H P L C  a n a l y s i s  u s i n g  

l i v e r s  f r o m  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

M o s t  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  i n  t h e  m o u s e  l i v e r  a r e  

c o m p o s e d  o f  o n e  p a l m i t i c  a c i d  a n d  t w o  o l e i c  a c i d s  ( P O O ) ,  o r  a  

p a l m i t i c  a c i d ,  a n  o l e i c  a c i d  a n d  a  l i n o l e i c  a c i d  ( P O L ) .  T h e  P O L 

c o n t e n t  o f  t h e  R S  g r o u p s  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  C  g r o u p  ( P  =  

0 . 0 3 ) ,  b u t  t h a t  o f  t h e  O  a n d  R S O  g r o u p s  w e r e  n o  d i f f e r e n t  f r o m  

t h a t  o f  t h e  C  g r o u p  ( P  =  0 . 1 4  a n d  P  =  0 . 7 7 ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  

P O O  c o n t e n t  o f  t h e  f o u r  g r o u p s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  

T h e  O O O  c o n t e n t  o f  t h e  R S  a n d  R S O  g r o u p s  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  

o f  t h e  C  g r o u p  ( P  =  0 . 0 3  a n d  P  =  0 . 0 7 ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  b u t  t h e r e  

w a s  n o  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  C  a n d  O  g r o u p s .  T h e  O O L c o n t e n t  

o f  t h e  R S  g r o u p  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  C  g r o u p  ( P  =  0 . 0 8 ) ,  

 m i c e  f e d  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  

f r o m  w x / a e  d o u b l e  m u t a n t  r i c e .  F i g u r e  3 - 2  s h o w s  t h e  TA G  p r o f i l e  

o f  e a c h  g r o u p .  I  o b s e r v e d  s o m e  m a j o r  p e a k s  a n d  m a n y  m i n o r  

p e a k s  i n  t h e i r  c h r o m a t o g r a m s  a n d  n o  d r a m a t i c  c h a n g e  b e t w e e n  

e a c h  g r o u p .  I  r e c o g n i z e d  6 2  p e a k s  a n d  d e t e r m i n e d  f i v e  

c h a r a c t e r i s t i c  p e a k s  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  e a c h  m o u s e  

( Ta b l e  3 - 1 ) .  R e l a t i v e  p e a k  a r e a  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  e a c h  

c h r o m a t o g r a m  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  t h e  C  g r o u p  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  

3 - 3  A a n d  B .  
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b u t  t h a t  o f  t h e  O  a n d  R S O  g r o u p s  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  t h e  C  g r o u p .  I  a l s o  o b s e r v e d  

t h a t  t h e  S O O  c o n t e n t  o f  R S O  g r o u p s  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  C  

g r o u p  ( P  =  0 . 0 6 ) ,  b u t  t h a t  o f  t h e  O  a n d  R S  g r o u p s  s h o w e d  n o  

d i f f e r e n c e .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  R S  a n d  γ - o r y z a n o l  a f f e c t e d  

t h e  TA G  m o l e c u l a r  s p e c i e s  r a t i o  i n  t h e  l i v e r  o f  a p o E - d e f i c i e n t  

m i c e .  

TA G s  s u p p l y  FA s  t o  c h o l e s t e r o l  e s t e r ,  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  

p h o s p h a t i d y l  e t h a n o l a m i n e  a n d  t h e  f r e e  FA p o o l  [ 8 1 ,  8 2 ] .  L i p i d s  

c o n t a i n i n g  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  b e c o m e  o x i d i z e d  l i p i d s  

b e c a u s e  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s ,  l i k e  o l e i c  a c i d  a n d  t h e  

l i n o l e i c  a c i d  a r e  a u t o x d i z e d  e a s i l y  [ 9 4 ,  9 5 ] .  O x i d i z e d  l i p i d s  

c a u s e  D N A d a m a g e  a n d  a r t e r i o s c l e r o s i s  [ 9 6 ,  9 7 ] .  F u r u k a w a  e t  a l .  

r e p o r t e d  t h a t  o l e i c  a c i d  i n c r e a s e d  TA G  s y n t h e s i s  a n d  s t i m u l a t e d  

TA G  s e c r e t i o n  i n  H e p G 2  c e l l s ,  a  s u i t a b l e  i n  v i t ro  m o d e l  s y s t e m  

f o r  t h e  s t u d y  o f  p o l a r i z e d  h u m a n  h e p a t o c y t e s  [ 9 8 ] .  I  o b s e r v e d  

t h a t  t h e  c o n t e n t  o f  TA G s  c o m p o s e d  o f  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s ,  

O O O  a n d  O O L ,  w a s  l o w e r  i n  t h e  O ,  R S  a n d  R S O  g r o u p s  t h a n  i n  

t h e  C  g r o u p .  I t  c o u l d  b e  t h a t  t h e  m i c e  f e d  R S  a n d / o r  γ - o r y z a n o l  

a v o i d  d a m a g e  f r o m  o x i d i z e d  l i p i d s  a n d  TA G  s y n t h e s i s  a n d  

s e c r e t i o n .  

I n  s u m m a r y,  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  i n  t h e  d i e t  c a u s e d  

n o t  o n l y  a  q u a n t i t a t i v e  b u t  a l s o  a  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  i n  TA G s  i n  

t h e  l i v e r  o f  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

 

 m i c e .  T h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  a n d  l i p i d  m e t a b o l i s m  i s  u n c l e a r ,  

b u t  I  s u s p e c t  t h a t  a  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  o f  TA G  w o u l d  b e  a n  

i m p o r t a n t  s i g n  o f  i m p r o v e d  l i p i d  m e t a b o l i s m .   
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Figure 3-2. HPLC-CAD chromatograms of TAG from the liver in RS- and 

γ-oryzanol- fed BALB/c.KOR-Apoeshl mice. 
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Table 3-1. FA comosition and peak area (%) of major TAG molecular species 

Peak 

No.

FA 

composition
C O RS RSO

22 OOL 1.4 ± 1.3 0.7 ± 0.3 0.4 ± 0.2 0.6 ± 0.4 

25 POL 12.3 ± 1.6 b 13.6 ± 0.6 ab 14.0 ± 0.9 a 12.9 ± 0.9 ab

31 OOO 2.8 ± 2.4 a 1.6 ± 0.7 ab 0.7 ± 0.3 b 1.0 ± 0.6 ab

34 POO 18.9 ± 3.2 20.8 ± 1.1 20.7 ± 1.5 19.3 ± 2.0 

44 SOO 5.1 ± 1.7 ab 4.5 ± 0.7 b 6.9 ± 2.0 ab 7.8 ± 2.5 a

Each value is expressed as the mean ± SD, (n = 7). 

Means not sharing a superscript letter differ significantly (P < 0.05). 
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CONCLUSION 
 

 

     T h i s  s t u d y  s h o w s  t h e  h y p o l i p i d e m i c  e f f e c t s  o f  e a t i n g  

w a x y / a m y l o s e  e x t e n d e r  ( w x / a e )  d o u b l e  m u t a n t  r i c e  a n d  i t s  

c o m p o n e n t s ,  r e s i s t a n t  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  i n  t w o  t y p e s  o f  

l i f e s t y l e - r e l a t e d  d i s e a s e  m o d e l  m i c e .  R e s i s t a n t  s t a r c h  ( R S )  a n d  

γ - o r y z a n o l  i n  t h e  d i e t  c a u s e d  b o t h  q u a n t i t a t i v e  a n d  q u a l i t a t i v e  

c h a n g e  i n  TA G s  i n  t h e  l i v e r  o f  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

F i r s t ,  i n t a k e  o f  w x / a e  b r o w n  r i c e  s h o w e d  m o r e  b e n e f i c i a l  

e f f e c t s  o n  b o t h  p l a s m a  l i p i d  l e v e l  a n d  g l y c e m i c  s t a t u s  t h a n  i n t a k e  

o f  K o s h i h i k a r i  b r o w n  r i c e  i n  h i g h - f a t  d i e t - f e d  t y p e  2  d i a b e t e s  

m o d e l  N S Y / H o s  m i c e .  I  c o n c l u d e d  t h a t  w x / a e  b r o w n  r i c e  h a s  t h e  

p o t e n t i a l  f o r  p r e v e n t i n g  a  r i s e  i n  p l a s m a  l i p i d  a n d  g l u c o s e  l e v e l s .  

 m i c e .  

I  t h e n  f o c u s e d  o n  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  a s  t h e  m a i n  

a c t i v e  c o m p o n e n t s  i n  w x / a e  r i c e  a n d  e x a m i n e d  h y p o l i p i d e m i c  

e f f e c t s  i n  h y p e r l i p i d e m i a  m o d e l  B A L B / c . K O R - A p o e s h l  m i c e .  

w x / a e  s t a r c h  i n  t h e  d i e t  p r e v e n t e d  f a t t y  l i v e r ,  a n d  w x / a e  s t a r c h  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  γ - o r y z a n o l  w a s  m o r e  

e f f e c t i v e  t h a n  w x / a e  s t a r c h  a l o n e .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  w x / a e  

s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  h a d  a  s y n e r g i s t i c  h y p o t r i g l y c e r i d e m i c  

e f f e c t  i n  t h e  p l a s m a  a n d  l i v e r  i n  B A L B / c . K O R - A p o e s h l

I n  a d d i t i o n ,  I  o b s e r v e d  t h a t  w x / a e  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l  i n  

t h e  d i e t  c a u s e d  n o t  o n l y  a  q u a n t i t a t i v e  b u t  a l s o  a  q u a l i t a t i v e  

c h a n g e  i n  TA G s  i n  t h e  l i v e r  o f  B A L B / c . K O R - A p o e

 m i c e  f e d  a  

h i g h - f a t  a n d  h i g h - s u c r o s e  d i e t .   

s h l  m i c e .  T h e  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  a n d  l i p i d  m e t a b o l i s m  
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i s  u n c l e a r ,  b u t  I  s u s p e c t  t h a t  a  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  o f  TA G  w o u l d  

b e  a n  i m p o r t a n t  s i g n  o f  i m p r o v e d  l i p i d  m e t a b o l i s m .  

     A s  s t a t e d  a b o v e ,  w x / a e  r i c e  a n d  i t s  c o m p o n e n t s ,  R S  a n d  

γ - o r y z a n o l ,  h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o n  h y p e r l i p i d e m i a  i n  t w o  

t y p e s  o f  l i f e s t y l e - r e l a t e d  d i s e a s e  m o d e l  m i c e .  A l t h o u g h  t h e  

c o n c l u s i o n s  n e e d  t o  b e  c o n f i r m e d  b y  f u r t h e r  s t u d i e s ,  i n c l u d i n g  a  

h u m a n  i n t e r v e n t i o n  s t u d y,  w x / a e  r i c e  a n d  i t s  c o m p o n e n t s ,  

r e s i s t a n t  s t a r c h  a n d  γ - o r y z a n o l ,  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  i m p r o v i n g  

l i p i d  m e t a b o l i s m s  i n  t h e  p l a s m a  a n d  l i v e r .  
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o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  2 0 0 0 ,  1 0 6 : 11 7 5 - 11 8 4 .  

3 6 .  H a u p t m a n  J :  O r l i s t a t :  s e l e c t i v e  i n h i b i t i o n  o f  c a l o r i c  

a b s o r p t i o n  c a n  a f f e c t  l o n g - t e r m  b o d y  w e i g h t .  E n d o c r i n e  

2 0 0 0 ,  1 3 : 2 0 1 - 2 0 6 .  

3 7 .  Ts u j i t a  T,  Ta k a i c h i  H ,  Ta k a k u  T,  S a w a i  T,  Yo s h i d a  N ,  H i r a k i  

J :  I n h i b i t i o n  o f  l i p a s e  a c t i v i t i e s  b y  b a s i c  p o l y s a c c h a r i d e .  

J o u r n a l  o f  L i p i d  R e s e a rc h  2 0 0 7 ,  4 8 : 3 5 8 - 3 6 5 .  

3 8 .  Ts u t s u m i  K ,  K a w a u c h i  Y,  K o n d o  Y,  I n o u e  Y,  K o s h i t a n i  O ,  
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K o h r i  H :  Wa t e r  e x t r a c t  o f  d e f a t t e d  r i c e  b r a n  s u p p r e s s e s  

v i s c e r a l  f a t  a c c u m u l a t i o n  i n  r a t s .  J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r a l  

a n d  F o o d  C h e m i s t r y  2 0 0 0 ,  4 8 : 1 6 5 3 - 1 6 5 6 .  

3 9 .  E n g l y s t  K N ,  L i u  S ,  E n g l y s t  H N :  N u t r i t i o n a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  d i e t a r y  

c a r b o h y d r a t e s .  E u ro p e a n  J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  N u t r i t i o n  

2 0 0 7 ,  6 1  S u p p l  1 : S 1 9 - 3 9 .  

4 0 .  D e  S i l v a  A ,  B l o o m  S R :  G u t  H o r m o n e s  a n d  A p p e t i t e  

C o n t r o l :  A F o c u s  o n  P Y Y a n d  G L P - 1  a s  T h e r a p e u t i c  

Ta r g e t s  i n  O b e s i t y.  G u t  a n d  L i v e r  2 0 1 2 ,  6 : 1 0 - 2 0 .  

4 1 .  E s p e n s h a d e  P J :  S R E B P s :  s t e r o l - r e g u l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  

f a c t o r s .  J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e  2 0 0 6 ,  11 9 : 9 7 3 - 9 7 6 .  

4 2 .  C h r i s t a k o s  S ,  A j i b a d e  D V,  D h a w a n  P,  F e c h n e r  A J ,  M a d y  L J :  

Vi t a m i n  D :  m e t a b o l i s m .  E n d o c r i n o l o g y  M e t a b o l i s m  

C l i n i c s  o f  N o r t h  A m e r i c a  2 0 1 0 ,  3 9 : 2 4 3 - 2 5 3 ,  t a b l e  o f  

c o n t e n t s .  

4 3 .  B u  F X ,  A r m a s  L ,  L a p p e  J ,  Z h o u  Y,  G a o  G ,  Wa n g  H W,  R e c k e r  

R ,  Z h a o  L J :  C o m p r e h e n s i v e  a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  o f  n i n e  

c a n d i d a t e  g e n e s  w i t h  s e r u m  2 5 - h y d r o x y  v i t a m i n  D  l e v e l s  

a m o n g  h e a l t h y  C a u c a s i a n  s u b j e c t s .  H u m a n  G e n e t i c s  2 0 1 0 ,  

1 2 8 : 5 4 9 - 5 5 6 .  

4 4 .  M a t h i e u  C ,  G y s e m a n s  C ,  G i u l i e t t i  A ,  B o u i l l o n  R :  Vi t a m i n  

D  a n d  d i a b e t e s .  D i a b e t o l o g i a  2 0 0 5 ,  4 8 : 1 2 4 7 - 1 2 5 7 .  
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4 5 .  S a t o h  H ,  O m u r a  T:  I n d u c t i o n  o f  M u t a t i o n  b y  t h e  

Tr e a t m e n t  o f  F e r t i l i z e d  E g g  C e l l  w i t h  

N - m e t h y l - N - n i t r o s o u r e a  i n  R i c e .  J o u r n a l  o f  t h e  F a c u l t y  o f  

A g r i c u l t u re ,  K y u s h u  U n i v e r s i t y  1 9 7 9 ,  2 4 : 1 6 5 - 1 7 4 .  

4 6 .  M a t s u m o t o  K ,  M a e k a w a  M ,  N a k a y a  M ,  Ta k e m i t s u  H ,  S a t o h  

H ,  K i t a m u r a  S :  W x / a e  D o u b l e - M u t a n t  B r o w n  R i c e  

P r e v e n t s  t h e  R i s e  i n  P l a s m a  L i p i d  a n d  G l u c o s e  L e v e l s  i n  

M i c e .  B i o s c i e n c e ,  B i o t e c h n o l o g y,  a n d  B i o c h e m i s t r y  2 0 1 2 ,  

7 6 : 2 11 2 - 2 11 7 .  

4 7 .  B e r r y  C S :  R e s i s t a n t  s t a r c h :  F o r m a t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t  

o f  s t a r c h  t h a t  s u r v i v e s  e x h a u s t i v e  d i g e s t i o n  w i t h  

a m y l o l y t i c  e n z y m e s  d u r i n g  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  d i e t a r y  

f i b r e .  J o u r n a l  o f  C e re a l  S c i e n c e  1 9 8 6 ,  4 : 3 0 1 - 3 1 4 .  

4 8 .  E n g l y s t  H N ,  M a c f a r l a n e  G T:  B r e a k d o w n  o f  r e s i s t a n t  a n d  

r e a d i l y  d i g e s t i b l e  s t a r c h  b y  h u m a n  g u t  b a c t e r i a .  J o u r n a l  

o f  t h e  S c i e n c e  o f  F o o d  a n d  A g r i c u l t u re  1 9 8 6 ,  3 7 : 6 9 9 - 7 0 6 .  

4 9 .  R a b e n  A ,  Ta g l i a b u e  A ,  C h r i s t e n s e n  N ,  M a d s e n  J ,  H o l s t  J ,  

A s t r u p  A :  R e s i s t a n t  s t a r c h :  t h e  e f f e c t  o n  p o s t p r a n d i a l  

g l y c e m i a ,  h o r m o n a l  r e s p o n s e ,  a n d  s a t i e t y.  A m e r i c a n  

J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  N u t r i t i o n  1 9 9 4 ,  6 0 : 5 4 4 - 5 5 1 .  

5 0 .  R e a d e r. D ,  J o h n s o n . M . L ,  H o l l a n d e r . P,  F r a n z . M :  R e s p o n s e  o f  

r e s i s t a n t  s t a r c h  i n  a  f o o d  b a r  v s .  t w o  c o m m e r c i a l l y  

a v a i l a b l e  b a r s  i n  p e r s o n s  w i t h  t y p e  I I  d i a b e t e s  m e l l i t u s .  

D i a b e t e s  1 9 9 7 ,  4 6 : 2 4 5 A .  
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5 1 .  H a n  K ,  F u k u s h i m a  M ,  K a t o  T,  K o j i m a  M ,  O h b a  K ,  S h i m a d a  

K ,  S e k i k a w a  M ,  N a k a n o  M :  E n z y m e - r e s i s t a n t  f r a c t i o n s  o f  

b e a n s  l o w e r e d  s e r u m  c h o l e s t e r o l  a n d  i n c r e a s e d  s t e r o l  

e x c r e t i o n s  a n d  h e p a t i c  m R N A l e v e l s  i n  r a t s .  L i p i d s  2 0 0 3 ,  

3 8 : 9 1 9 - 9 2 4 .  

5 2 .  M a r t i n e z - F l o r e s  H E ,  K i l  C h a n g  Y,  M a r t i n e z - B u s t o s  F,  

S g a r b i e r i  V:  E f f e c t  o f  h i g h  f i b e r  p r o d u c t s  o n  b l o o d  l i p i d s  

a n d  l i p o p r o t e i n s  i n  h a m s t e r s .  N u t r i t i o n  R e s e a rc h  2 0 0 4 ,  

2 4 : 8 5 - 9 3 .  

5 3 .  H i g g i n s  J ,  H i g b e e  D ,  D o n a h o o  W,  B r o w n  I ,  B e l l  M ,  

B e s s e s e n  D :  R e s i s t a n t  s t a r c h  c o n s u m p t i o n  p r o m o t e s  l i p i d  

o x i d a t i o n .  N u t r i t i o n  a n d  M e t a b o l i s m  2 0 0 4 ,  1 : 8 .  

5 4 .  N u g e n t  A P :  H e a l t h  p r o p e r t i e s  o f  r e s i s t a n t  s t a r c h .  

N u t r i t i o n  B u l l e t i n  2 0 0 5 ,  3 0 : 2 7 - 5 4 .  

5 5 .  C i c e r o  A F,  G a d d i  A :  R i c e  b r a n  o i l  a n d  g a m m a - o r y z a n o l  i n  

t h e  t r e a t m e n t  o f  h y p e r l i p o p r o t e i n a e m i a s  a n d  o t h e r  

c o n d i t i o n s .  P h y t o t h e r a p y  R e s e a rc h  2 0 0 1 ,  1 5 : 2 7 7 - 2 8 9 .  

5 6 .  S a k a m o t o  K ,  Ta b a t a  T,  S h i r a s a k i  K ,  I n a g a k i  T,  N a k a y a m a  S :  

E f f e c t s  o f  g a m m a - o r y z a n o l  a n d  c y c l o a r t e n o l  f e r u l i c  a c i d  

e s t e r  o n  c h o l e s t e r o l  d i e t  i n d u c e d  h y p e r l i p i d e m i a  i n  r a t s .  

J a p a n e s e  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  1 9 8 7 ,  4 5 : 5 5 9 - 5 6 5 .  

5 7 .  I s l a m  M S ,  M u r a t a  T,  F u j i s a w a  M ,  N a g a s a k a  R ,  U s h i o  H ,  

B a r i  A M ,  H o r i  M ,  O z a k i  H :  A n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  
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p h y t o s t e r y l  f e r u l a t e s  i n  c o l i t i s  i n d u c e d  b y  d e x t r a n  

s u l p h a t e  s o d i u m  i n  m i c e .  B r i t i s h  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  

2 0 0 8 ,  1 5 4 : 8 1 2 - 8 2 4 .  

5 8 .  K o z u k a  C ,  Ya b i k u  K ,  S u n a g a w a  S ,  U e d a  R ,  Ta i r a  S - i ,  

O h s h i r o  H ,  I k e m a  T,  Ya m a k a w a  K ,  H i g a  M ,  Ta n a k a  H ,  e t  a l :  

B r o w n  R i c e  a n d  I t s  C o m p o n e n t ,  γ - O r y z a n o l ,  A t t e n u a t e  

t h e  P r e f e r e n c e  f o r  H i g h - F a t  D i e t  b y  D e c r e a s i n g  

H y p o t h a l a m i c  E n d o p l a s m i c  R e t i c u l u m  S t r e s s  i n  M i c e .  

D i a b e t e s  2 0 1 2 .  

5 9 .  B u t s a t  S ,  S i r i a m o r n p u n  S :  A n t i o x i d a n t  c a p a c i t i e s  a n d  

p h e n o l i c  c o m p o u n d s  o f  t h e  h u s k ,  b r a n  a n d  e n d o s p e r m  o f  

T h a i  r i c e .  F o o d  C h e m i s t r y  2 0 1 0 ,  11 9 : 6 0 6 - 6 1 3 .  

6 0 .  Z a i m a  N ,  G o t o - I n o u e  N ,  H a y a s a k a  T,  S e t o u  M :  A p p l i c a t i o n  

o f  i m a g i n g  m a s s  s p e c t r o m e t r y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  O r y z a  

s a t i v a  r i c e .  R a p i d  C o m m u n i c a t i o n s  i n  M a s s  S p e c t ro m e t r y  

2 0 1 0 ,  2 4 : 2 7 2 3 - 2 7 2 9 .  

6 1 .  M a t s u s h i m a  Y,  H a y a s h i  S - i ,  Ta c h i b a n a  M :  S p o n t a n e o u s l y  

h y p e r l i p i d e m i c  ( S H L )  m i c e :  J a p a n e s e  w i l d  m i c e  w i t h  

a p o l i p o p r o t e i n  E  d e f i c i e n c y.  M a m m a l i a n  G e n o m e  1 9 9 9 ,  

1 0 : 3 5 2 - 3 5 7 .  

6 2 .  I d e  T,  Ta k a h a s h i  Y,  K u s h i r o  M ,  Ta c h i b a n a  M ,  M a t s u s h i m a  

Y:  E f f e c t  o f  n - 3  f a t t y  a c i d s  o n  s e r u m  l i p i d  l e v e l s  a n d  

h e p a t i c  f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m  i n  B A L B / c . K O R - A p o e s h l  

m i c e  d e f i c i e n t  i n  a p o l i p o p r o t e i n  E  e x p r e s s i o n .  J o u r n a l  o f  
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N u t r i t i o n a l  B i o c h e m i s t r y  2 0 0 4 ,  1 5 : 1 6 9 - 1 7 8 .  

6 3 .  M a h l e y  R :  A p o l i p o p r o t e i n  E :  c h o l e s t e r o l  t r a n s p o r t  

p r o t e i n  w i t h  e x p a n d i n g  r o l e  i n  c e l l  b i o l o g y.  S c i e n c e  1 9 8 8 ,  

2 4 0 : 6 2 2 - 6 3 0 .  

6 4 .  M a t s u s h i m a  Y,  S a k u r a i  T,  O h o k a  A ,  O h n u k i  T,  Ta d a  N ,  A s o h  

Y,  Ta c h i b a n a  M :  F o u r  s t r a i n s  o f  s p o n t a n e o u s l y  

h y p e r l i p i d e m i c  ( S H L )  m i c e :  p h e n o t y p i c  d i s t i n c t i o n s  

d e t e r m i n e d  b y  g e n e t i c  b a c k g r o u n d s .  J o u r n a l  o f  

A t h e ro s c l e ro s i s  a n d  T h ro m b o s i s  2 0 0 1 ,  8 : 7 1 - 7 9 .  

6 5 .  Z h a n g  S H ,  R e d d i c k  R L ,  P i e d r a h i t a  J A ,  M a e d a  N :  

S p o n t a n e o u s  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  a n d  a r t e r i a l  l e s i o n s  

i n  m i c e  l a c k i n g  a p o l i p o p r o t e i n  E .  S c i e n c e  1 9 9 2 ,  

2 5 8 : 4 6 8 - 4 7 1 .  

6 6 .  F u j i n o  Y,  M i y a z a w a  T:  N e u t r a l  L i p i d s  P r e s e n t  i n  S t a r c h  o f  

U r u c h i  a n d  M o c h i  R i c e .  S t a rc h  -  S t ä r k e  1 9 7 6 ,  2 8 : 4 1 4 - 4 2 0 .  

6 7 .  Z u l l a i k a h  S ,  M e l w i t a  E ,  J u  Y H :  I s o l a t i o n  o f  o r y z a n o l  f r o m  

c r u d e  r i c e  b r a n  o i l .  B i o re s o u rc e  Te c h n o l o g y  2 0 0 9 ,  

1 0 0 : 2 9 9 - 3 0 2 .  

6 8 .  C h e n  C - R ,  Wa n g  L - Y,  Wa n g  C - H ,  H o  W- J ,  C h a n g  C - M J :  

S u p e r c r i t i c a l  c a r b o n  d i o x i d e  e x t r a c t i o n  o f  r i c e  b r a n  o i l  

a n d  c o l u m n  p a r t i t i o n  f r a c t i o n a t i o n  o f  γ - o r y z a n o l s .  

S e p a r a t i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  Te c h n o l o g y  2 0 0 8 ,  6 1 : 3 5 8 - 3 6 5 .  
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6 9 .  Yo s h i e  A ,  K a n d a  A ,  N a k a m u r a  T,  I g u s a  H ,  H a r a  S :  

C o m p a r i s o n  o f  g a m m a - o r y z a n o l  c o n t e n t s  i n  c r u d e  r i c e  

b r a n  o i l s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  b y  v a r i o u s  

d e t e r m i n a t i o n  m e t h o d s .  J o u r n a l  o f  O l e o  S c i e n c e  2 0 0 9 ,  

5 8 : 5 11 - 5 1 8 .  

7 0 .  R e e v e s  P G :  C o m p o n e n t s  o f  t h e  A I N - 9 3  d i e t s  a s  

i m p r o v e m e n t s  i n  t h e  A I N - 7 6 A d i e t .  J o u r n a l  o f  N u t r i t i o n  

1 9 9 7 ,  1 2 7 : 8 3 8 S - 8 4 1 S .  

7 1 .  M a e d a  N ,  S h i m o m u r a  I ,  K i s h i d a  K ,  N i s h i z a w a  H ,  M a t s u d a  

M ,  N a g a r e t a n i  H ,  F u r u y a m a  N ,  K o n d o  H ,  Ta k a h a s h i  M ,  

A r i t a  Y,  e t  a l :  D i e t - i n d u c e d  i n s u l i n  r e s i s t a n c e  i n  m i c e  

l a c k i n g  a d i p o n e c t i n / A C R P 3 0 .  N a t u re  M e d i c i n e  2 0 0 2 ,  

8 : 7 3 1 - 7 3 7 .  

7 2 .  B l i g h  E G ,  D y e r  W J :  A r a p i d  m e t h o d  o f  t o t a l  l i p i d  

e x t r a c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  

B i o c h e m i s t r y  a n d  P h y s i o l o g y  1 9 5 9 ,  3 7 : 9 11 - 9 1 7 .  

7 3 .  Yo g i  M :  S t u d i e s  o n  t h e  d i f f e r e n c e  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  v a l u e  

a s  b e t w e e n  t h e  o  PA m e t h o d  a n d  t h e  Z a k  

H e n l y  m o d i f i c a t i o n  m e t h o d  ( J a p a n e s e ) .  I R Y O  -  J a p a n e s e  

J o u r n a l  o f  N a t i o n a l  M e d i c a l  S e r v i c e s  1 9 7 4 ,  

2 8 : 3 6 7 - 3 7 1 + 3 4 7 .  

7 4 .  F l e t c h e r  M J :  A c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  f o r  e s t i m a t i n g  s e r u m  

t r i g l y c e r i d e s .  C l i n i c a  C h i m i c a  A c t a  1 9 6 8 ,  2 2 : 3 9 3 - 3 9 7 .  
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7 5 .  H a n  K H ,  F u k u s h i m a  M ,  S h i m i z u  K ,  K o j i m a  M ,  O h b a  K ,  

Ta n a k a  A ,  S h i m a d a  K ,  S e k i k a w a  M ,  N a k a n o  M :  R e s i s t a n t  

s t a r c h e s  o f  b e a n s  r e d u c e  t h e  s e r u m  c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n  i n  r a t s .  J o u r n a l  o f  N u t r i t i o n a l  S c i e n c e  a n d  

Vi t a m i n o l o g y 2 0 0 3 ,  4 9 : 2 8 1 - 2 8 6 .  

7 6 .  H a n  K H ,  I i j u k a  M ,  S h i m a d a  K ,  S e k i k a w a  M ,  K u r a m o c h i  K ,  

O h b a  K ,  R u v i n i  L ,  C h i j i  H ,  F u k u s h i m a  M :  A d z u k i  r e s i s t a n t  

s t a r c h  l o w e r e d  s e r u m  c h o l e s t e r o l  a n d  h e p a t i c  

3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r y l - C o A m R N A l e v e l s  a n d  

i n c r e a s e d  h e p a t i c  L D L - r e c e p t o r  a n d  c h o l e s t e r o l  

7 a l p h a - h y d r o x y l a s e  m R N A l e v e l s  i n  r a t s  f e d  a  c h o l e s t e r o l  
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